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1 UVOD 
 
Šentjanževka (Hypericum perforatum) je zelnata rastlina, ki jo poznamo pod različnimi 
imeni. Nekoč so ji pripisovali velik pomen v vsakdanjem življenju, tako v vraževerju kot v 
zdravljenju. V ljudski medicini se kot izdelka iz šentjanževke uporabljata šentjanževo olje in 
čaj. Njena uporaba sega daleč v zgodovino; na primer v antični Grčiji so jo uporabljali za 
izganjanje zla. Trenutno se v medicinske namene uporablja samo pri zdravljenju depresij 
(Rowshan, 2014; Shelton in sod., 2001), svoj potencial pa kaže tudi na nekaterih drugih 
medicinskih področjih, saj je bogata s sekundarnimi metaboliti, med katerimi pa sta najbolj 
zanana hipericin in hiperforin (Barnes in sod., 2001; Hobbs, 1989). Ker ima hipericin 
fototoksične učinke, se novejše študije osredotočajo predvsem na hiperforin, katerega 
vsebnost v rastlini določamo s pomočjo HPLC. Hiperforin in hipericin v rastlini nastajata in 
se tudi akumulirata ločeno. Hipericin najdemo v temnih pegah oz. črnih žlezah, medtem ko 
hiperforin najdemo v svetlih pegah oz. prosojnih žlezah. Poleg črnih in prosojnih žlez pa v 
šentjanževki najdemo tudi sekretorne kanale. V vsaki izmed teh struktur se akumulirajo 
določene spojine.  
 
V naravi šentjanževko najdemo v različnih ploidnih stanjih; lahko je diploid, tetraploid ali 
heksaploid. Najpogosteje je v tetraploidni obliki. Tudi ena sorta oz. akcesija je lahko v 
različnih ploidnih oblikah (npr. sorta 'Topas', ki jo najdemo v tako tetraploidni kot 
heksaploidni obliki). Vzrok za nastanek različnih ploidnosti rastlin, se lahko skriva v 
apomiktičnosti šentjanževke, saj je šentjanževka fakultativno apomiktična rastlina (Barcaccia 
in sod., 2006), kar pomeni, da se lahko občasno razmnožuje nespolno. 
 
1.1 HIPOTEZE 
 
Glede na prebrane vire smo na začetku postavili tri hipoteze. Prva hipoteza je, da so akcesije 
šentjanževke lahko diploidne, tetraploidne ali pa heksaploidne. Razlika v ploidnosti pa se 
lahko pokaže tudi znotraj akcesij. Naša druga hipoteza se navezuje na prvo. Predvidevamo 
namreč, da je ploidnost povezana z velikostjo žlez v katerih se akumulira hiperforin in 
posledično tudi z vsebnostjo hiperforina. Domnevamo, da imajo heksaploidi večje žleze in s 
tem tudi večjo vsebnost hiperforina. Tretja hipoteza pa je, da se vsebnost hiperforina 
razlikuje med akcesijami.  
 
Nato smo med raziskavo postavili dodatne hipoteze. Prva je, da so si akcesije sorodne glede 
na geografski izvor. Druga hipoteza pa se nanaša na sorodnost in velikost prosojnih žlez, 
vsebnost hiperforina in ploidnost. Menimo, da akcesije, ki imajo podobno velikost prosojnih 
žlez in podobno vsebnost hiperforina, kažejo večjo sorodnost.  
 
1.2 NAMEN DELA 
 
V študiji želimo podrobneje proučiti nekaj akcesij zbranih v genski banki Biotehniške 
fakultete in vsebnost hiperforina le-teh v primerjavi z nekaterimi svetovno uveljavljenimi 
sortami. Pričakujemo, da bomo podrobneje proučili variabilnost ploidnosti znotraj 
posameznih akcesij in jih primerjali s ploidnostjo zbranih tujih sort. 
 
2 
Lešnik L. Izvrednotenje akcesij šentjanževke ... glede na ploidnost in vsebnost hiperforina. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
 
 
Del naloge bo usmerjen na določanje vsebnosti hiperforina. Uvesti želimo novo metodo 
merjenja vsebnosti hiperforina z mikroskopiranjem ter izvesti korelacijo med ploidnostjo, 
površino hiperforin vsebujočih žlez ter kemijsko določeno vsebnostjo hiperforina. V kolikor 
se bo pokazalo, da je metoda merjenja velikosti žlez v dobri korelaciji z vsebnostjo 
hiperforina, pričakujemo da bo lahko mikroskopsko opazovanje vsaj delno nadomestilo 
kemijsko zahtevnejšo in dražjo metodo.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ŠENTJANŽEVKA 
 
Šentjanževko (Hypericum perforatum) poznamo pod različnimi imeni, nekatera izmed njih so 
ivanovka, janževka, jezusova kri, krčna zel, zvonec, svetega Janeza glavčke, križevec, ... 
Krščanska legenda pravi, da je šentjanževka zrasla iz kapljic krvi Janeza Krstnika. Nekdaj so 
verjeli da odganja čarovnije, zle duhove in varuje hiše pred strelami. Njeno seme v škornjih 
naj bi usmerjalo iskalce vodnjakov, izvirov in zakladov. Mladi fantje in dekleta so si jo nekoč 
dajali v čevlje ali žep, da bi postali privlačni. V ljudski medicini uporabljajo šentjanževo olje, 
ki ga pridobijo z maceracijo cvetov v oljčnem olju – namočene sveže cvetove postavijo na 
sonce, dokler se olje ne obarva rdeče. Olje se nato uporablja za zaščito kože pri sončenju, pri 
prvi pomoči pri opeklinah, turih ter za celjenje površinskih ran in razjed. Drug izdelek iz 
šentjanževke uporabljen v ljudski medicini pa je čaj. Čaj šentjanževke pomirja, izboljša 
delovanje žolča, jeter, lajša težave v klimakteriju in se priporoča tudi v puberteti (Kreft in 
sod., 2013).  
 
2.1.1 Taksonomija in opis 
 
Rastlina spada v družino krčničevk (Hypericaceae), rod krčnic (Hypericum), sekcijo krčnice 
(sect. Hypericum), podsekcijo krčnice (subsect. Hypericum) in ser. Hypericum 
(Nomenclature). Rod Hypericum je razširjen po celem svetu in vsebuje 378 vrst rastlin 
(različni viri navajajo različno število vrst v rodu Hypericum; od 288 vrst (Vattikuti in Ciddi, 
2005) do 490 vrst (Nomenclature), med katerimi se v medicinske namene uporablja samo 
Hypericum perforatum (Kreft in sod., 2013; Saddiqe in sod., 2010). V Sloveniji raste 11 vrst 
iz rodu Hypericum (Martinčič in sod., 1999); H. androsaemum ali jagodasta krčnica, H. 
humifusum ali polegla krčnica, H. hirsutum ali dlakava krčnica, H. elodes ali močvirska 
krčnica, H. maculatum ali pegasta krčnica (subsp. maculatum in subsp. obtusiusculum), H. 
tetrapterum ali krilata krčnica, H. montanum ali gorska krčnica, H. perforatum ali 
šentjanževka, H. richeri subsp. grisebachii ali Richerjeva krčnica, H. barbatum ali brkata 
krčnica in H. perfoliatum ali prerasla krčnica.  
 
H. perforatum, ki je povečini tetraploidna rastlina, naj bi nastala s hibridizacijo med dvema 
diploidoma: H. maculatum Crantz subsp. maculatum in H. attenuatum Choisy. Sledilo naj bi 
podvajanje kromosomov, najverjetneje zaradi nereduciranih gamet (Qu in sod., 2010). 
Latinsko ime šentjanževke izhaja iz grščine in sicer je beseda Hypericum sestavljanka besed 
hyper (nad) in eikon (slika), kar lahko pojasnimo z njeno tradicionalno uporabo za odganjanje 
zla, ko so šentjanževko na dan sv. Janeza po domovih obešali nad verske ikone (Kreft in sod., 
2013; Saddiqe in sod., 2010). Je invazivna vrsta (v ZDA je precej pogost plevel (Gaster in 
Holroyd, 2000)), ki je avtohtona v centralni in vzhodni Evropi (Molins in sod., 2014), 
razširjena pa je tudi po Aziji, Severni Afriki, Avstraliji (Saddiqe in sod., 2010) in ZDA (Li in 
Fitzloft, 2001). V severno Ameriko so jo prvič prinesli leta 1793 in sicer v Pensilvanijo 
(Molins in sod., 2014). V Sloveniji raste na suhih, travnatih pobočjih, na posekah, prodiščih 
in na nabrežjih. Najdemo jo po vsej Sloveniji. V submediteranskem območju Slovenije raste 
predvsem H. perforatum subsp. veronense, ki ima ozke liste z navzdol zavihanim robom 
(Martinčič in sod., 1999).  
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Slika 1: Šentjanževka v naravi (St. John's ..., 2016).  
 
Je zelnata trajnica, ki zraste do 60 cm visoko, nekateri viri navajajo, da zraste do 1 metra 
visoko (Vattikuti in Ciddi, 2005). Njena stebla so pokončna in dvoroba. Zgornji del stebla je 
olesenel. Včasih so stebla tudi rdečkaste barve. Listi šentjanževke so jajčasti al eliptični, 
skoraj brez peclja. Veliki so 1,5 – 3 cm in so nasprotno nameščeni. S cvetenjem začne okrog 
godu sv. Janeza, cveti od junija do septembra. Cvetovi so zlatorumeni in zvezdasto 
oblikovani, sestavljenih iz 5 zelenih čašnih listov in 5 zlatorumenih venčnih listov. Žleze v 
mezofilu zelenih in venčnih listov vidimo kot drobne prozorne pike, kar ji daje videz 
luknjičavosti od koder tudi izhaja drugi del latinskega imena H. perforatum (Kreft in sod., 
2013; Saddiqe in sod., 2010).  
 
V cvetovih se nahajajo spojine imenovane naftodiantroni, med katere spadajo hipericin, 
psevdohipericin, protohipericin, protopsevdohipericin in ciklopsevdohipericin. Te spojine 
dajejo značilno rdečo barvo šentjanževemu olju. V izvlečku jih je 0,2 – 0,3 % in so 
odgovorne za fototoksičnost šentjanževke (Kreft in sod., 2013). Nekateri avtorji navajajo, da 
je za antidepresivno delovanje, bolj kot hipericin, pomemben hiperforin, ki je floroglucinolni 
derivat. V izvlečku šentjanževke najdemo 2 – 6 % hiperforina. Hiperforin je izjemno 
nestabilna molekula, ki jo v rastlini pred razpadom varujejo flavonoidi, alkoholnim 
izvlečkom pa za stabilnost hiperforina dodajamo antioksidante (npr. askorbinska kislina). 
Vendar pa izvlečki, ki vsebujejo samo hiperforin v primerjavi z izvlečki, ki vsebujejo tudi 
preostale snovi iz šentjanževke, kažejo šibko antidepresivno delovanje. V izvlečkih se 
nahajajo tudi flavonoidi, ksantoni, biflavoni (nekateri avtorji pripisujejo velik pomen pri 
učinkovitosti izvlečkov amentoflavonu), procianidini in eterična olja (Kreft in sod., 2013).  
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Slika 2: Izgled celotne rastline šentjanževke, cveta šentjanževke in lista šentjanževke na katerem so vidne 
prosojne in črne žleze (St. John's wort ..., 2016; Hypericum perforatum L., 2010). 
 
2.1.2 Uporaba  
 
Uporaba šentjanževke sega daleč v zgodovino. V antični Grčiji so jo uporabljali za izganjanje 
zla. V času rimskega cesarja Nerona (leto 54 – 68) je šentjanževko uporabljala njegova 
vojska, za zdravljenje različnih bolezni; išiasa, opeklin, kot diuretik, za spodbujanje 
periodičnih vročic,… Uporabljala so jo tudi indijska plemena in sicer za zdravljenje kašlja, 
razjed in celo za zdravljenje spolnih bolezni. V 16. stoletju so šentjanževo olje uporabljali za 
zdravljenje ran in odrgnin. V današnjem času pa so dokazali več različnih zdravilnih lastnosti 
in se v ljudski medicini uporablja za zdravljenje kožnih ran, ekcemov, opeklin, bolezni 
prebavil in psiholoških motenj. Dokazali so protivirusno, protivnetno, protibakterijsko, 
protiglivično, protirakavo (Schempp in sod., 2002) in antidepresivno delovanje (Saddiqe in 
sod., 2010), za kar so seveda odgovorni njeni sekundarni metaboliti. Potencial pa bi naj 
kazala tudi pri zdravljenju AIDSa (Vattikuti in Ciddi, 2005). Novejše študije se koncentrirajo 
predvsem na njeno antidepresivno delovanje.  
 
Šentjanževka spada med zdravilne rastline katerih droga je rastlinska zel (Hyperici herba – v 
času cvetenja se poreže cela rastlina) (Kreft in sod., 2013), Hyperici herba flowering horizon 
(v času cvetenja se poreže samo zgornjih 30 cm rastline) in cvetovi (Bruni in Sacchetti, 2009) 
ter je ena izmed medicinsko najbolj uporabljenih zdravilnih rastlin.  Njena uporaba v 
zdravilne namene je posebej razširjena v Nemčiji, kjer so pripravki z izvlečkom zeli 
šentjanževke med najbolj pogosto uporabljenimi antidepresivi za lajšanje blagih in srednje 
hudih depresivnih motenj (za zdravljenje hude depresije pripravki iz izvlečka šentjanževke 
niso primerni) (Kreft in sod., 2013). Tudi v ZDA je šentjanževka med najbolj prodajanimi 
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zdravilnimi rastlinami (Vattikuti in Ciddi, 2005). Za farmacevtske namene pa jo gojijo tudi 
na Poljskem in v Južni Ameriki. Rastlino požanjeno, ko začne odpirati cvetove, posušijo jo 
hitro in previdno, da ohrani vsebino žlez. Količina učinkovin je največja v cvetnih popkih, 
cvetovih in listih v bližini socvetij. Učinkovine v izvlečku šentjanževke v telesu zavirajo 
ponovni privzem noradrenalina, serotonina in dopamina, kar pojasni njeno antidepresivno 
delovanje. Neželeni učinki pri uporabi šentjanževke je njena fototoksičnost oz. hipericizem. 
Opazimo jo lahko pri govedu ali ovcah, ki popasejo velike količine šentjanževke. Vendar se  
znaki fotosenzibilizacije naj ne bi pojavili ob jemanju priporočenih terapevtskih odmerkov. 
Drug omejujoč dejavnik za uporabo izvlečka šentjanževke je možnost interakcije z drugimi 
zdravili, saj učinkovine šentjanževke inducirajo aktivnost citokromov P450 (CYP), predvsem 
encima CYP-3A4, ki sodeluje pri presnovi ksenobiotikov (snovi, tuje našemu organizmu) in 
metabolizira večino danes uporabljenih zdravilnih učinkovin, zaradi česar se odsvetuje 
uporaba izvlečkov sočasno z nekaterimi zdravili. Zraven tega pa izvleček poveča tudi 
aktivnost transportnega proteina P-glikoprotein, ki skrbi za izločanje učinkovin iz celic, kar 
povzroči pospešen metabolizem zdravilnih učinkovin in s tem zmanjša njihov učinek (Kreft 
in sod., 2013).  
 
2.2 RAZMNOŽEVANJE IN PLOIDNOST ŠENTJANŽEVKE 
 
Razmnoževanje oz. reproduktivni sistem rastlin je zelo pomemben, saj vpliva tako na 
strukturo populacije kot na pretok genov in evolucijski potencial rastline. Šentjanževka se 
lahko razmnožuje spolno, s križanjem in s samooploditvijo, ter tudi nespolno z apomikso 
(Molins in sod., 2014; Mártonfi in sod., 1996). Ena rastlina šentjanževke lahko proizvede 
tako spolna kot apomiktična semena. Prednosti spolnega razmnoževanja so mutacije, ki 
omogočajo prilagoditev rastlinske vrste spremembam v okolju in omogočajo uspešnejšo 
obrambo pred škodljivci, medtem ko so prednosti nespolnega razmnoževanja genetsko enaki 
potomci od ene matere, kar pride prav v stabilnih okoljih (načrtno gojenje). V naravi najdemo 
predvsem tetraploidne rastline, nekaj je tudi heksaploidov in zelo malo diploidov, ki so jih v 
naravi odkrili šele nedavno (Koch in sod., 2013). Najverjetneje heksaploidni embrio nastane 
iz nereducirane gamete (2n) oz. jajčne celice (aposporna celica) tetraploida, ki je oplojena z 
normalno, reducirano (n) tetraploidno moško gameto. Heksaploidne rastline so manj plodne, 
saj proizvajajo neuravnotežene gamete s po 3 različnimi kompleti kromosomov pri ženskih in 
moških gametah. Vloga heksaploidov pri pretoku genov in nadaljnji evoluciji je skorajda 
nična. Diploidi pri šentjanževki pa nastanejo iz tetraploidov in sicer s haploidno 
partenogenezo (Qu in sod., 2010). Ploidnost rastline vpliva na različne lastnosti rastline; 
Čellárová in sod. (1997) so pri šentjanževki odkrili povezavo med vsebnostjo hipericina in 
ploidnostjo rastline.  
 
Apomiktično razmnoževanje oz. apomiksa je nespolno razmnoževanje preko semen in se je 
razvilo iz spolnega razmnoževanja. Definicija apomikse se glasi: nastanek nespolnega 
semena iz materinega tkiva semenske zasnove brez procesov mejoze in oploditve (Lone F.A. 
in Lone S., 2013; Richards, 2003). Vendar je za nastanek in normalen razvoj endosperma 
pogosto še vedno potrebna oploditev (Qu in sod., 2010). Ta način razmnoževanja najdemo 
pri kritosemenkah, medtem ko ga pri golosemenkah ni (Lone F.A. in Lone S., 2013). Medtem 
ko pri spolnem razmnoževanju pride do združitve dveh haploidnih gamet, ki obe izhajata iz 
mejoze, in dobimo diploidnega potomca, pri apomiksi zarodek nastane iz nereducirane celice 
(če je rastlina diploid, je tudi ta celica diploid) pri kateri ni prišlo do mejoze (Lone F.A. in 
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Lone S., 2013). Opišemo jo lahko tudi kot klonsko razmnoževanje, saj so potomci identični 
materni rastlini (Barcaccia in sod., 2006). Ta način razmnoževanja vzdržuje uspešne 
kombinacije genov in skrbi za širjenje najboljših, najbolj prilagojenih genotipov čez 
generacije (Barcaccia in sod., 2006). Pri tetraploidnih rastlinah šentjanževke so apomiktično 
razmnoževanje prvič dokazali leta 1939 (Qu in sod., 2010). Najdemo ga pri več kot 40 
rastlinskih družinah (nekateri viri navajajo tudi okrog 80 rastlinskih družin) tako 
enokaličnicah, kot dvokaličnicah (Lone F.A. in Lone S., 2013). Najpogosteje se pojavlja pri 
nebinovkah (Asteraceae), krčničevkah (Hypericaceae), travah (Poaceae) in rožnicah 
(Rosaceae) (Molins in sod., 2014). Šentjanževka je fakultativno apomiktična (Mártonfi in 
sod., 1996), kar pomeni, da se poleg spolnega razmnoževanja lahko razmnožujejo tudi 
apomiktično. Pri šentjanževki iz tetraploidov z apomikso nastanejo heksaploidi (Molins in 
sod., 2014; Qu in sod., 2010).  
 
Sorodstvene povezave med rastlinami lahko preučujemo s pomočjo mikrosatelitov (Farooq in 
sod., 2013). Genotipiziranje z mikrosatelitskimi markerji je tehnika, ki je uporabna na večih 
področjih raziskovanja rastlinske genetike in pri razvoju le-teh. Mednje spada genetsko 
mapiranje, populacijska genetika, QTL analize, forenzika in diagnostika (Missiaggia in 
Grattapaglia, 2006). Barcaccia in sod. (2006) so s pomočjo molekulskih markerjev proučevali 
genetske razlike znotraj ekotipov in sorodstvene povezave med različnimi ekotipi 
šentjanževke. Ugotovili so, da pri nobenem ekotipu ni dominiral določen genotip. S pomočjo 
pretočnega citometra so analizirali semena in ugotovili, da so vsi ekotipi fakultativno 
apomiktični, vendar imajo različno razmerje med spolnim razmnoževanjem in apomikso. V 
največ populacijah so semena nastala s haploidno partenogenezo in/ali z oploditvijo 
aposporne jajčne celice. Citoembriološke raziskave so pokazale, da lahko mejoza in 
aposporni procesi potekajo v istih semenskih zasnovah, kar kaže da se iniciacija aposporije 
pogosto zgodi med diferenciacijo megasporne materinske celice.  
 
Molins in sod. (2014) so proučevali šentjanževko v Evropi, od koder izhaja, in v severni 
Ameriki, kamor je bila prenešena. Gledali so povezavo med genetskimi variacijami, 
razlikami v ploidnosti, pretokom genov in možnostjo fakultativne apomikse, ki bi lahko bila 
pomemben dejavnik za prenos rastline po severni Ameriki. V njihovem vzorcu rastlin so 
odkrili tetraploide (93 %), heksaploide (6 %), diploide (<1 %) in tudi triploide (<1 %). Ko so 
primerjali razmnoževanje različno ploidnih rastlin, so ugotovili da se tetraploidi v 73 % 
razmnožujejo apomiktično in v 24 % spolno, medtem ko se je pri heksaploidnih rastlinah 23 
% rastlin razmnoževalo apomiktično in 73 % rastlin spolno. Tak rezultat so povezali s tem, 
da set kromosomov ter dodatni vpliv hibridizacije, povzročita spremenjen način 
razmnoževanja, in sicer iz apomiktičnega v spolni način, ker heksaploidi izvirajo iz 
tetraploidov.  
 
Ploidnost in reproduktivne poti lahko proučujemo z analizo semen in individualnih rastlin s 
pretočnim citometrom, kar so naredili tudi Qu in sod. (2010). Ugotovili so, da so bila semena 
fakultativno apomiktična in sicer je bilo največ tetraploidnih semen (85 – 91 %), manj pa je 
bilo heksaploidnih semen (9 – 14 %), med tem ko so diploidna semena našli samo v eni 
populaciji (5 %). Populacije rastlin nastale iz teh semen so bile pretežno tetraploidne (87 – 97 
%) in tudi heksaploidne (3 – 13 %). Odkrili so, da imajo nekatera tetraploidna semena 
endosperm z visoko vsebnostjo celičnega DNA, kar kaže na plodnost nekaterih 
neuravnoteženih moških gamet (3 različni kompleti kromosomov) nastalih pri heksaploidih.  
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2.3 SEKUNDARNI METABOLITI ŠENTJANŽEVKE 
 
V šentjanževki najdemo v večjih  koncentracijah naslednje skupine spojin: naftodiantroni, 
floroglucinoli, flavonoidi, biflavoni, fenilpropani in proantocianidini (Saddiqe in sod., 2010; 
Gazdovska-Simic in sod., 2012; Nahrstedt in Butterweck, 1997). V manjših koncentracijah 
pa so prisotni tudi tanini, ksantoni, eterična olja in amino kisline. Vse te spojine predstavljajo 
pomemben del suhe mase rastline šentjanževke. Li in Fitzloft (2001) sta med bolj pomembne 
spojine štela tudi klorogensko kislino. Za farmakološko aktivnost sta najbolj pomembna 
hipericin (0,3 – 0,5 % vsebnost v rastlini) in hiperforin (3,0 % vsebnost v rastlini) (Li in 
Fitzloft, 2001; Gazdovska-Simic in sod., 2012). Nekatera odkritja pa pričajo o tem, da so za 
antidepresivno delovanje pomembni tudi flavonoidi (Butterweck in sod., 2000). Zaradi 
narave naloge se bomo omejili samo na floroglucinole in za primerjavo omenili tudi 
naftodiantrone oz. hipericine.  
 
Umek in sodelavci (1999) so preučevali 6 vrst iz rodu Hypericum rastočih v Sloveniji. 
Cvetove in zelene dele rastlin so analizirali ločeno. Pri H. perforatum so opazili podobno 
vsebnost metabolitov v zelenih delih in v cvetu, razen vsebnosti amentoflavona, ki je bila v 
zelenih delih rastline nižja.  
 
Filipini in sod. (2010) so se lotili proučevanja akumulacije sekundarnih metabolitov v treh 
podvrstah šentjanževke. Primerjali so tudi geografsko lokacijo rastišča in sezonske 
spremembe (padavine, izpostavljenost soncu, temperature). H. perforatum subsp. perforatum 
se je izkazala za bogatejšo s sekundarnimi metaboliti kot druge podvrste in vsebuje tudi 
največ hiperforina. Pri vseh podvrstah so opazili, da so med različnimi stopnjami razvoja 
(pred, med in po cvetenju) v rastlini razlike v vsebnosti sekundarnih metabolitov. Vsebnost 
hiperforina se veča predvsem med zorenjem plodov (pri podvrsti H. perforatum med 
cvetenjem).  
 
Tekel'ová in sodelavci (2000) so proučevali vsebnost sekundarnih metabolitov med 
cvetenjem v šentjanževki iz Slovaške. Ugotovili so, da se vsebnost diantronov, quercetina in 
hiperforina z odpiranjem cvetov veča. Nato vsebnost diantronov, quercetina pada, med tem 
ko se vsebnost hiperforina v plodovih veča (vse do 8,07 %).  
 
Pri proučevanju šentjanževke za gojenje v medicinske namene je trenutno najpomembnejše 
izboljšanje produkcije hipericina in hiperforina. Težava pri gojenju šentjanževke v 
medicinske namene je, da kultivarji, ki imajo povečano proizvodnjo sekundarnih metabolitov 
niso nujno odporni na bolezni. Poleg tega pa šentjanževka potrebuje približno dve leti za 
zorenje pri gojenju za medicinske namene (Cui in sod., 2010). Trenutno je donos produkcije 
sekundarnih metabolitov šentjanževke v celičnih in tkivnih kulturah nizek in nezanesljiv in 
tako je takšno gojenje neprimerno za večjo proizvodnjo le-teh (Franklin in sod., 2009).  
 
Cui in sod. (2010) so se lotili optimizacije produkcije hipericina. Uporabili so različne 
koncentracije avksinov in različne kombinacije avksinov in citokininov, različno velike 
izsečke in različne razredčitve Murashige and Skoog (MS) gojišča (1962). Vendar pa je in 
vitro gojenje šentjanževke na trdih gojiščih težko avtomatizirati za veliko proizvodnjo.  
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2.3.1 Naftodiantroni 
 
Naftodiantroni so antrakinonski derivati, ki jih najdemo v rastlinah iz rodu Hypericum. So 
intenzivno rdeče barve in imajo fototoksične lastnosti (povečajo občutljivost kože na sončno 
svetlobo, posledica so neestetski pigmentni madeži in fototoksični dermatitis – vpijejo 
energijo sončnih žarkov in jo v obliki prostih radikalov sprostijo v celice kože, kar uniči 
celico). Najbolj pomembne spojine v tej skupini so hipericini (Kirakosyan in sod., 2004). 
Saddiqe in sod. (2010) so iz šentjanževke izolirali dva protoderivata in sicer protohipericin in 
pseudoprotohipericin. Ta dva protoderivata sta zelo nestabilna in se hitro pretvorita v stabilne 
molekule hipericina in pseudohipericina (oboje skupaj se velikokrat imenuje skupni 
hipericini). Oba se v rastlini nahajata v koncentraciji 0,03 do 0,3 % suhe mase, kar je odvisno 
od razvojne faze rastline (Saddiqe in sod., 2010). Pseudohipericina je v šentjanževki dva do 
trikrat več kot hipericina. Oksidacijski produkt le tega se imenuje ciklopseudohipericin, ki je 
delno odgovoren za rdečo barvo ekstraktov šentjanževke. Med tem ko je hipericin izredno 
fototoksična molekula, ki povzroča hipericizem (preobčutljivost na svtlobo), pseudohipericin 
nima fototoksičnih lastnosti. Zaradi fototoksičnih lastnosti, je hipericin primeren kandidat za 
fotodinamično zdravljenje raka (Saddiqe in sod., 2010).   
 
 
Slika 3: Strukturna formula hipericina (cit. po Hypericin ..., 2017).  
 
Ta skupina snovi je težko topna skoraj v vseh topilih. Čiste spojine, predvsem hipericin, so 
pri sobni temperaturi skoraj povsem netopne v vodi. Pri pripravi čaja (temperatura vode 60 – 
80 °C) se ekstrahira približno 40 % vseh naftodiantronov. Topna barvila pri vrstah iz rodu 
Hypericum so predvsem kalijeve soli hipericina in pseudohipericina (Saddiqe in sod., 2010).  
 
Hipericini (hipericin in pseudohipericin) inhibirajo protein kinazo in zavirajo delitev celic 
sesalcev, kar razloži njihovo protiretrovirusno aktivnost. Ugotovili so, da ima hipericin tudi 
potencial za zdravljenje bolezni povezanih z limfociti T (pomembna vloga pri razvoju vnetne 
reakcije). Obsevanje mešanice hemoglobina in hipericina z vidno svetlobo lahko ustvarja 
posebne kisikove radikale, ki spremenijo strukturo hemoglobina tako, da ta razvije 
peroksidazno aktivnost (razgradnja peroksida) (Saddiqe in sod., 2010). Pomemben je tako čas 
obsevanja, kot tudi koncentracija hipericina.   
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2.3.2 Floroglucinoli (hiperforin) 
 
Floroglucinoli so še ena velika skupina molekul, ki se pojavljajo v rastlinah iz rodu 
Hypericum. V največjih količinah najdemo hiperforin (2 - 4,5 % vseh floroglucinolov) in 
adhiperforin (0,2 – 1,9 %).  V cvetu najdemo približno 2 % floroglucinolov, v dozorelem 
plodu 4,4 % in v nedozorelem 4,5 % (Saddiqe in sod., 2010). Največ hiperforina se nahaja v 
pestiču in plodu šentjanževke, kjer verjetno služi za obrambo pred škodljivci (Beerhues, 
2006). Hiperforin je polipreniliran acilfloroglucinolni derivat (Beerhues, 2006), ki so ga 
odkrili leta 1971 (Zanoli, 2004). V vodi je precej nestabilen, prav tako se njegova stabilnost 
zmanjša na svetlobi in vročini, in tako molekula razpade na 2-metil-3-buten-2-ol in na dva 
oksidacijska produkta z nedotaknjenim hiperforinskim skeletom. V komercialnih ekstraktih 
se sama molekula hiperforina  nahaja v koncentracija 0 do 6 % (Saddiqe in sod., 2010). 
Glavni oksidacijski produkt hiperforina je furohiperforin, ki se v nadzemnih delih rastline 
nahaja v približno 5 % koncentracije skupnega hiperforina (Saddiqe in sod., 2010, Verotta in 
sod., 1999). 
 
Biosinteza hiperforina poteka v dveh delih; v prvem delu nastane jedro hiperforina, v drugem 
delu pa izoprenoidni deli hiperforina (Vattikuti in Ciddi, 2005; Beerhues, 2011; Adam in 
sod., 2002; Boubakir in sod., 2005).  Jedro hiperforina je acilfloroglucinolni del, ki nastane iz 
izobutiril-CoA, ta nastane iz 2 molekul piruvata (le-ta nastane iz α-acetolaktata in α-
ketoizovalerata) (Vattikuti in Ciddi, 2005). Izobutiril-CoA se nato veže s tremi molekulami 
malonil-CoA in nastane linearna molekula, ki nato tvori obroč in vodi do nastanka 
acilfloroglucinola. Predpostavlja se, da nadaljnji nastanek hiperforina iz acilfloroglucinola 
poteka ob prisotnosti geranil pirofosfata in 3 molekul dimetilalilpirofosfata, saj je zaporedje 
preostalih korakov v biosintezi hiperforina v veliki meri še neznano (Vattikuti in Ciddi, 
2005). Izoprenoidni deli izhajajo iz nemevalonatne biosintezne poti (Vattikuti in Ciddi, 2005) 
in najverjetneje nastajajo v celicah, ki vsebujejo kloroplaste in omejujejo prozorne žleze 
(Beerhues, 2011; Soelberg in sod., 2007). O njihovem nastanku je nekaj več napisano spodaj 
v poglavju o žlezah. 
 
Sama farmakološka aktivnost floroglucinolov je še precej neraziskana. In vitro so s 
hiperforinom uspeli inhibirati ali spremeniti različne neurotransmiterske sisteme (Müller in 
sod., 1998). Molekula hiperforina je potencialni inhibitor serotonina, dopamina in 
noradrenalina (Chatterjee in sod., 1998a; Chatterjee in sod., 1998b). Je glavni vir 
farmakoloških učinkov pri zaužitju alkoholnih ekstraktov šentjanževke pri zdravljenju 
depresije. Njegovi učinki so podobni učinkom sintetičnih antidepresivov (Tewari in sod., 
2006; Ram, 2013). Deluje antibiotično proti gram pozitivnim (G+) bakterijam (Berrhues, 
2006). Trenutno raziskujejo tudi njegovo delovanje na nove tvorbe (tumorji). Deluje tudi 
protimalarijsko in proti prenašalcu malarije Plasmodium falciparum (Saddiqe in sod, 2010).  
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Slika 4: Biosinteza hiperforina (cit. po Vattikuti in Ciddi, 2005). 
 
2.3.2.1 Določanje hiperforina 
 
Trenutne farmakološke in klinične študije antidepresivnosti šentjanževke se osredotočajo na 
hiperforin. V celotnem ekstraktu ga najdemo 2 – 4 % (C. de los Reyes in sod., 2001; 
Kirakosyan in sod., 2004; Orth in sod., 1999). Hiperforin določamo s pomočjo tekočinske 
kromatografije z visoko ločljivostjo (HPLC). Ker je molekula hiperforina nestabilna ob 
prisotnosti kisika in svetlobe, se je veliko znanstvenikov lotilo optimizacije HPLC. Bolj 
stabilen je v polarnih topilih. C. de los Reyes in sod. so ugotovili, da je bolj stabilen v 
metanolnem topilu pri pH 2,0, kot pri pH 12.  
 
Li in sod. (2001) so se lotili analize šenjtanževke s HPLC z detekcijo s fotodiodami. 
Raziskali so pripravo vzorcev in stabilnost metanolnih ekstraktov ter reproduktivnost metode. 
Absorpcijo so merili po celem spektru (200 – 800 nm) in sicer za večino komponent pri 270 
nm in za naftodiantrone pri 590 nm. V eni uri so se čez kolono izločile vse komponente in 
sicer po vrsti hiperozid, isoquercitrin, quercetrun, quercitrin, quercetin, biapigenin, 
pseudohipericin, hiperforin in nato hipericin. Spojine so ekstrahirali z metanolom in 
sonifikacijo pri nizkih temperaturi (4 koraki sonifikacije; več kot 99 % komponent se 
ekstrahira že pri prvih dveg korakih). Ugotovili so, da je čas takšne ekstrakcije (4x30 min) 
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krajši kot pri ekstrakciji z vodno kopeljo (3x 5,6 h) ali pri ekstrakciji z etanolom in acetonom 
kot topilom (3x 1,5 h). Pri filtraciji lahko nekateri filtri zadržijo nekatere komponente v 
ekstraktu – pri najlonskem filtru so opazili skoraj 100 % izgube hipericina in 
pseudohipericina, zaznali pa so tudi izgubo flavonoidov. Hiperforin je najbolj stabilen v 
suhih rasrtlinah in v preparatih, ki vsebujejo ekstrakt šentjanževke. Ker je čista oblika 
hiperforina zelo občutljiva na oksidacijo so preverjali njegovo stabilnost v metanolnem 
ekstraktu v 24h, 48h in 72h, ki se s časom ni manjšala. Zaključili so da je HPLC z detekcijo s 
fotodiodami primerna metoda za rutinske analize vsebnosti komponent v šentjanževki.  
 
C. de los Reyes in sod. (2001) so se lotili določanja hipericina in hiperforina v šentjanževki. 
Razvili in validirali so HPLC z obrnjeno fazo (RP-HPLC), ki ohrani stabilnost hiperforina in 
hkrati ne vpliva na vsebnost hipericina. Zaradi hiperforina so preizkusili več različnih topil in 
ugotovili, da je najprimernejše topilo metanol – voda v razmerju 80:20. Določili so tudi druge 
optimalne pogoje, ki smo jih upoštevali tudi mi: 5% HP-β-ciklodekstrin, pH =2,5 (doseženo z 
ortofosforno kislino), vzorce so shranjevali pri 0 ˚C, HPLC kolona C18 (mobilna faza iz 
acetonitrila in 0,3 % v/v fosforne kisline (90:10)) in pretok čez kolono s hitrostjo 1,5 ml/min. 
Hiperforin in hipericin so spremljali istočasno.  
 
2.3.3 Žleze; mesta nastanka in akumulacije metabolitov 
 
Šentjanževka ima tri različne tipe sekretornih struktur in sicer prosojne žleze ali votline, črne 
žleze in sekretorne kanale (Curtis in Lersten, 1990; Fornasiero in sod., 1998). Te strukture se 
med seboj razlikujejo glede na to kaj se v njih shranjuje, po obliki in glede na to v katerih 
rastlinskih tkivih jih najdemo.  
 
Hiperforin in hipericin nastajata ločeno in se tako tudi akumulirata, za kar je verjetno kriv 
antagonizem osnovnih poti sinteze ene in druge molekule ali različna preferenca molekul za 
polarnost medija v katerem se kopičijo. Lahko pa je tudi prilagoditev rastline, da prepreči 
razpad nestabilne molekule hiperforina, zaradi singletnega kisika in superoksidnih radikalov, 
ki nastajajo pri aktivaciji hipericina s svetlobo (Soelberg in sod., 2007).  
 
Ciccarelli in sod. (2001a) so se lotili proučevanja temnih peg oz. črnih žlez pri šentjanževki. 
Morfološko, anatomsko in histokemično so jih preučili tako v cvetnih kot v vegetativnih 
delih rastline. Ugotovili so, da so sestavljene iz skupka celic različnih oblik, ki so obdane z 
eno ali dvoslojnim plaščem sploščenih celic. Te žleze vsebujejo tanine, snovi podobne 
pektinom in alkaloide. Ne vsebujejo pa lipidov, eteričnih olj, seskviterpenskih laktonov, 
steroidov in proteinov. Barva žlez variira od rdeče pa vse do črne in je odvisna od stopnje 
razvoja rastline. Zanjo je odgovoren temno rdeč naftodiantron hipericin, ki daje rdečo barvo 
tudi šentjanževemu olju. Nahajajo se tako v listih, kot v steblu in cvetu. Ker jih je v socvetjih 
več kot v ostalih delih rastline, so le-ta najboljša za pridobivanje teh snovi. Večje število 
črnih žlez najdemo v cvetnem pecju in na robovih venčnih listov. V prvi fazi razvoja so žleze 
vidne kot mali skupek poligonalno oblikovanih celic, ki so večje kot tiste v bližini. Te celice 
imajo tanko celično steno, gosto citoplazmo, male vakuole in veliko jedro z vidnim jedrcem. 
Z večanjem žlez se veča tako število celic kot tudi njihova velikost. S tem se okoliške/ 
obdajajoče celice stiskajo in nastajati začne eno ali dvoslojen plašč okrog žleze. Celice plašča 
postajajo sploščene in plašč je z zorenjem žleze vedno bolj viden. Vakuole žleznih celic se 
večajo in potiskajo citoplazmo bližje k celični steni. Dozorele temne pege so tako skupek 
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neenako oblikovanih celic, ki so večje kot tiste, ki jih obdajajo, in imajo degenerirano 
citoplazmo, ter sploščeno in zgoščeno jedro blizu celične stene. Celična stena teh celic pa je 
malo debelejša kot je bila na začetku. Celice v plašču, pri dozorelih žlezah, so sploščene in 
imajo debelo celično steno. Z odmiranjem rastline so opazili samo degeneracijo protoplastov 
v celicah žleze, oblika celic in debelina celičnih sten pa se ni spremenila. Celice zrelih žlez so 
napolnjene s sekundarnimi metaboliti in verjetno niso metabolno aktivne ampak služijo samo 
kot skladišče metabolitom. 
 
 
 
Slika 5: Mikroskopski prikaz črne žleze pri prerezu lista šentjanževke (Bruni in Sacchetti, 2009). 
 
Ciccarelli in sod. (2001b) so v svoji študiji proučili in karakterizirali prosojne žleze in 
sekretorne kanale v cvetnih in vegetativnih delih rastlin šentjanževke. Ugotovili so, da tako 
sekretorni kanali kot prosojne žleze vsebujejo alkaloide, lipide, smole (jih ni v prosojnih 
žlezah v listih) in eterična olja (jih ne najdemo v kanalih tipa A, razen v pestiču). Tanine pa 
lahko najdemu v kanalih tipa B v čašnih in venčnih listih ter v kanalih tipa A v koreninah in 
steblu. Tako kanali kot prosojne žleze pa ne vsebujejo proteinov in snovi podobnih pektinom.  
 
Ciccarelli in sod. (2001b) so opredelili tri tipe sekretornih kanalov in sicer:  
- Kanali tipa A imajo ozek lumen, ki ga obdajajo 4 celice s tanko celično steno. V 
pestiču in koreninah imajo lahko različno velik lumen in sestavlja jih lahko različno 
število sekretornih celic. V vseh cvetnih in vegetativnih delih rastlin jih najdemo ob 
žilah, v koreninah in steblu se nahajajo tudi v parenhimski skorji. Njihova naloga je 
prenos fotosintetskih produktov in varovanje floema.  
- Kanali tipa B so kanali s širokim lumnom. V prečnem prerezu se vidi, da imajo isto 
strukturo kot prosojne žleze, izgledajo kot podolgovate prosojne žleze. Ti kanali so 
zelo številčni, nahajajo pa se med žilami v čašnih in venčnih listih cvetov, kjer 
izgledajo kot blede ploščate proge. Najdemu jih tudi v parenhimu različnih rastlinskih 
organov, v steblu pa se nahajajo v parenhimu takoj pod povrhnjico ali epidermom.  
- Kanali tipa C imajo, enako kot kanali tipa B, širok lumen. Votlino obdaja en ali dva 
sloja obarvanih celic s tanko celično steno, okrog pa se nahaja še en, lahko tudi dva 
sloja sploščenih parenhimskih celic. Najdemo jih v semenskih zasnovah, vzdolž 
plodnih listov, v cvetu in v plodu. Glede na to, da so najbolj vidni v plodu, Ciccarelli 
in sod. (2001b) sklepajo, da imajo v semenih obrambno funkcijo pred škodljivci.  
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Slika 6: Mikroskopski prikaz prosojnih žlez in sekretornih kanalov šentjanževke. A: prosojna žleza pri prerezu 
čašnega lista; B: prikaz detajlov prosojne žleze – notranji sloj sploščenih sekretornih celic s tanko celično steno 
in zunanji sloj parenhimskih celic z debelejšo celično steno; C: kanali tipa A pri prerezu korenine; D: kanali tipa 
A pri prerezu pestiča; E: kanal tipa B pri prerezu venčnega lista; F: prikaz detajlov kanala tipa B - – notranji sloj 
sploščenih sekretornih celic s tanko celično steno in zunanji sloj parenhimskih celic z debelejšo celično steno; 
G: kanal tipa C pri prerezu pestiča; H: kanal tipa A pri prerezu venčnega lista (glej puščico), s Ph je označen 
floem (Ciccarelli in sod., 2001b).  
 
Za nas so bolj zanimive prosojne žleze ali kot jih drugače imenujemo tudi blede žleze ali 
žlezni žepi, saj le-te vsebujejo hiperforin (Curtis in Lersten, 1990; Soelberg in sod., 2007). 
Ciccarelli in sod. (2001b) so jih opisali kot sferične ali podolgovate žleze iz subepidermalne 
votline omejene z dvema plastema celic in sicer iz notranje plasti propadlih sekretornih 
sploščenih celic s tanko celično steno, ki so proti mezofilu omejene z zunanjo plastjo večjih, 
prosojnih parenhimatskih celic z debelejšo celično steno. Zunanji sloj celic vsebuje tudi 
kloroplaste (Soelberg in sod., 2007). Nahajajo se na spodnjih plasteh listov, v prostoru med 
žilami. Votlina prosojnih žlez se v zreli fazi razteza od zgornjega do spodnjega dela lista 
(Soelberg in sod., 2007). V čašnih in venčnih listih cvetov so podolgovate in pretežno na 
robu ter jih je manj kot v listih. Najdemo jih tudi v parenhimu različnih organov, stran od žil. 
Naloga prosojnih žlez in sekretornih kanalov tipa B in C je produkcija biološko aktivnih 
metabolitov in s tem obramba rastline pred rastlinojedimi živalmi in paraziti.  
 
Soelberg in sod. (2007) so z UV HPLC v nepoškodovanih listih določili vsebnost hiperforina 
okrog 3 mg/g svežega tkiva, v izoliranih prozornih žlezah pa okrog 7 mg/g svežega materiala, 
med tem ko so dokazali, da se v temnih žlezah hiperforin ne skladišči, saj so določili 
vsebnost okrog 0,4 mg/g svežega tkiva, kar pa je lahko posledica kontaminacije zaradi 
velikega števila prosojnih žlez. Manjše količine hiperforina so našli tudi v sekretornih kanalih 
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tipka B v čašnih in venčnih listih, ki imajo isto ontogenijo kot prosojne žleze. V 
nesekretornih tkivih hiperforina niso našli. V prosojnih žlezah so dokazali tudi vsebnost 
eteričnih olj in ugotovili, da sta sinteza eteričnih olj in hiperforina tesno povezani in potekata 
na istem območju. Sinteza hiperforina je omejena le na prosojne žleze in celice, ki jih 
omejujejo, med tem ko je sinteza eteričnih olj povezana s kloroplasti in verjetno poteka v 
celicah zunanjega limitirajočega sloja prosojnih žlez. Tukaj verjetno poteka tudi nastanek 
lipofilnega izoprenoidnega dela hiperforinske molekule saj se ta del molekule sintetizira po 
istem postopku kot monoterpeni. Sintezi hiperforina in sintezi monoterpenov je skupnih več 
korakov nemevalonatne poti sinteze. Pri sintezi hiperforina se z elektrofilno zamenjavo 3 
molekule dimetilalil difosfata in 1 molekula geranil difosfata povežejo na floroglucinolni del, 
kar povzroči dodatno zaprtje obroča in nastane hiperforin. Pri sintezi monoterpenov pa se 
molekule dimetilalil difosfata in genarin difosfata hidrolizirajo in tvori se oblika 
monoterpenov (Soelberg in sod., 2007).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Izvorni rastlinski material 
 
V raziskavi smo uporabili mlade rastline šentjanževke (Hypericum perforatum L.), ki so že 
rasle v rastlinjaku Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. Semena za posaditev teh 
rastlin so bila pridobljena v okviru magistrske naloge (Tajner F., Proučitev raznolikosti 
akcesij šentjanževke (Hypericum perforatum L.) glede na tvorbo izbranih metabolitov v 
odvisnosti od genotipa in načina rasti), ki je na fakulteti potekala od leta 2009 do 2014, in 
sicer iz Slovenske rastlinske genske banke ter nekaj linij in sort iz različnih delov sveta 
(Nemčija in ZDA) ter divjo populacijo iz Kanade. Populacije in sorte, ki smo jih uporabili so 
podane v preglednici.  
 
Preglednica 1: Rastlini material uporabljen v analizi in njegovo poreklo. 
Populacija/ sorta/ linija Poreklo  
populacija 6/2 BF LP 2006 Slovenija (laboratorijsko polje BF) 
populacija 6/4 BF LP 2006 Slovenija (laboratorijsko polje BF) 
populacija 6/8 BF LP 2006 Slovenija (laboratorijsko polje BF) 
populacija BFL 18-001/07 Slovenija (laboratorijsko polje BF) 
linija Stamm 715 Nemčija (Chrestensen) 
linija Stamm 710 Nemčija (Chrestensen) 
linija Stamm 21 Nemčija (Chrestensen) 
'Anthos' Nemčija (Chrestensen) 
'Taubertal' Nemčija (Rieger Hofmann) 
'Topas' ZDA (Swallowtail Garden) 
prostoživeča populacija Kanada 
 
Rastline šentjanževke smo poleti presadili iz rastlinjaka na prosto in po cvetenju pobrali seme 
ločeno po sorti, populaciji oz. liniji. To seme smo nato naslednje leto spet posadili v lončke v 
rastlinjaku.  
 
Pri mikroskopiranju in HPLC smo analizirali le prvo generacijo, medtem ko smo pri pretočni 
citometriji in izolaciji DNA uporablali rastline obeh generacij. 
 
Za mikroskopiranje in pretočno citometrijo smo uporabili zdrave liste, ki so bili približno 
enaki po velikosti. Pri določanju velikosti žlez smo opazovali zgornjo stran lista. 
 
Za kromatografsko analizo in izolacijo DNA smo uporabili poganjke šentjanževke, na katerih 
so rasli zdravi listi, ne premajhni (premladi) in ne preveliki listi. Za analizo vsebnosti 
hiperforina in za izolacijo DNA nismo uporabili vseh rastočih rastlin, pač pa le odbrane. Za 
HPLC smo odbrali po 5 tetraploidnih rastlin na genotip/ linijo /populacijo (v dveh ponovitvah 
– 2 vrečki pri vzorčenju), heksaploidnih in diploidnih rastlin pa smo vzorčili toliko kolikor 
jih je pač bilo pri neki akcesiji (tudi v dveh ponovitvah). Za izolacijo DNA pa smo uporabili 
po dve rastlini iz vsake akcesije, eno tetraploidno in eno heksaploidno oz. diploidno ali po 
dve tetraploidni rastlini, če ni bilo rastlin drugačne ploidnosti.  
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Naslednje leto smo izmerili ploidnost vseh rastlin druge generacije samo določenih akcesij 
(6/8 BF LP 2006, 6/4 BF LP 2006 in  'Topas') in izolirali DNA še nekaterih drugih rastlin 
prve generacije (samo določene sorte / populacije: 'Topas', 6/8 BF LP 2006 in 6/4 BF LP 
2006) in potomcev samo dveh sort / linij ('Topas' in 6/8 BF LP 2006). Pri ploidnosti smo se 
odločili za akcesijo 6/4 BF LP 2006, ker je v prvi generaciji le-ta vsebovala diploidno 
rastlino, za akcesijo 6/8 BF LP 2006, ker je v prvi generaciji kazala potencialno dobre 
rezultate pri meritvi površine prosojnih žlez, in za 'Topas', kot neko standardno, že priznano 
sorto. Skoraj polovica rastlin druge generacije je v rastlinjaku propadla, tako da za izolacijo 
DNA več nismo imeli nobene rastline iz akcesije 6/4 BF LP 2006. 
 
3.1.2 Kemikalije  
 
Za pripravo rastlinskega materiala za merjenje ploidnosti s pretočnim citometrom smo 
uporabili RNAzo (2 mg/ml), propidij (2 mg/ml) in LB1 (pufer za ekstrakcijo celičnih jeder).  
 
Kemikalije uporabljene za analizo s HPLC: raztopina MeOH (MeOH in bidestilirana voda, 
80:20), 5 % HPβCD, bidestilirana voda, 20 % metanol, 0,5 % TFA, acetonitril in 10 % 
metanol.  
 
Za izolacijo DNA smo uporabili CTAB pufer, kloroform/izoamilalkohol (24:1), 3M NaOAc 
pH 5,2, izopropanol, 70 % EtOH in TE pufer.  
 CTAB pufer: 20 g CTAB 
                                  100 ml 1M Tris-HCl, pH 8 
                                  40 ml 0,5M EDTA, pH 8 
                                  81,8 g NaCl  
                                  Dopolnimo z dH2O do 1 l 
                                  Pred uporabo dodamo še 2 ml β-merkaptoetanola 
 TE pufer: 10 ml 1M Tris-HCl, pH 8  
                 2 ml 0,5M EDTA, pH 8 
                 Dopolnimo z dH2O do 1 l 
 
Za založno raztopino pri spektrofotometričnem merjenju koncentracije DNA smo uporabili 
dH2O, 10xTNE pufer in HSS (H33258, fotosenzibilno barvilo). Za umerjanje 
spektrofotometra smo uporabili standard govejega priželjca s koncentracijo DNA 1000 ng/ml 
in TE pufer.  
 
Mešanica za PCR: 5xPCR pufer, MgCl2, dNTP, začetni oligonukleotid F (Forward), začetni 
oligonukleotid R (Reverse), univerzalni začetni oligonukleotid M13 (-21) in encim TAQ. 
Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili (Corral in sod., 2011; Edwards in sod., 2007):  
 HP130F: AGTTGGTATCCGATATACTAGACTGAG 
             HP130R: TGTAAAACGACGGCCAGTATGAGTTACCAGCGCAGATG 
 HP154F: TGTAAAACGACGGCCAGTATGAATGCAGGTGATGGTGA 
HP154R: GGATGCACAGAGTTTAATTCCC 
 HP132F: TGTAAAACGACGGCCAGTGCACATTCGTATTCCTGCCT  
HP132R: GAAATTGCTGATGGGAAAGC 
 Hperf04F: CACGAAGCCGAGTTAAAAGC 
Hperf04R: TGTAAAACGACGGCCAGTCGCGGGATAACTAACGAGAG 
 Hperf1F: TGTAAAACGACGGCCAGTAGCCACATTAGCCCCAAGAACT 
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Hperf1R: TCGAGCGAATGAATAAGAAAGACA 
 HP103F: TGTAAAACGACGGCCAGTCTTCCGAGAAGCCATTTCTG 
HP103R: AAGGCGAAGACCAAATCCTT 
 HP11F: TGTAAAACGACGGCCAGTTCCATAAAGCCCATGTCTCA 
HP11R: AGCGCATTCCGAGAAAGTAG 
 HP04F: CAACACCACTACAAAGGCTCA 
HP04R: TGTAAAACGACGGCCAGTTTCTTCCTTTACTCGCTGCC 
 M13 (-21): -TGTAAAACGACGGCCAGT 
 
Za označevanje PCR produktov in nadaljnjo mikrosatelitsko analizo so bile vzorcem dodane 
4 barve: FAM, VIC, NED in PET. Za ABI smo potrebovali formamid in LIZ. 
 
3.2 METODE DELA 
 
3.2.1 Določitev velikosti prosojnih žlez z uporabo mikroskopa 
 
Velikost prosojnih žlez, v katerih nastaja in se skladišči hiperforin, smo opazovali in merili s 
pomočjo mikroskopa. Preparat smo pripravili tako, da smo list šentjanževke položili na 
objektno stekelce in nanj kanili kapljico destilirane vode, ter ga nato prekrili s krovnim 
stekelcem. Žleze smo opazovali pod 10 x povečavo in s pomočjo filtra 1 (osvetlitev z 
navadno svetlobo). Iz vsake akcesije smo izbrali 2 rastlini in sicer eno, ki je bila tetraploidna 
in eno, ki je bila heksaploidna ali diploidna. Če v akcesiji nismo našli nobene rastline, ki bi 
bila heksaploid ali diploid, smo površino peg izmerili na dveh tetraploidnih rastlinah. 
Površino prosojnih žlez smo izmerili na vsaki rastlini na 3 listih in na vsakem listu določili 5 
območij opazovanja in merjenja žlez. Obseg žlez smo izmerili s pomočjo računalniškega 
programa Lucia cytogenetics. 
 
Statistične razlike med obravnavanji (razlike med akcesijami v povezavi s ploidnostjo in 
razlike med ploidnostmi, neodvisno od akcesij) smo preverjali s HSD testom. 
 
3.2.2 Določitev ploidnosti z uporabo pretočne citometrije 
 
Za določanje ploidnosti smo uporabili pretočni citometer Partec. Delovanje pretočnega 
citometra smo najprej umerili s pomočjo bele detelje (Trifolium repens L.) in šentjanževke. 
Oboje smo nabrali v rastlinjaku Biotehniške fakultete, kjer so rasle tudi naše poskusne 
rastline. Razmerje med šentjanževko in belo deteljo je bilo 1:1. Tako smo na histogramu 
dobili dva vrha, in sicer enega za deteljo in enega za šentjanževko. Če je bil vzorec 
šentjanževke heksaploiden smo dobili samo en  vrh, zato smo ponovili meritev, tako da smo 
uporabili samo šentjanževko, brez standarda detelje.  
 
Liste poskusne rastline smo z britvico nasekljali v 1 ml LB1, v katerega so se iz 
poškodovanih celic rastline sprostila jedra. Raztopino smo precedili skozi filter premera 30 
µm. Prefiltrirani raztopini, ki je vsebovala raztopljena jedra, smo dodali 25 µl RNAze (25 
mg/ml) in 25 µl propidija (25 mg/ml). Epruvetko smo do 1 ml dopolnili z LB1.  
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3.2.3 Kromatografija (HPLC) za določanje vsebnosti hiperforina 
 
Za določanje vsebnosti hiperforina smo uporabili kromatografsko metodo, ki sta jo razvila Li 
in Fitzloff (2001).  
 
Vzorčenje rastlin za HPLC je potekalo leto prej, kot sama analiza, zato smo pobrane rastline 
dali v vrečke, jih liofilizirali, zmleli v prah z vodno hlajenim mlinom IKA A10 in jih nato 
shranili v neprodušno zaprtih prahovkah v zmrzovalniku na -20 ˚C do nadaljne uporabe.  
 
Priprava vzorcev je potekala v zatemnjenem prostoru. Za primerjavo vsebnosti hiperforina 
smo analizirali tudi vzorec pridobljen iz samonikle rastline. Ker je hiperforin nestabilna 
molekula, smo vzorce pripravljali v zatemnjenem prostoru in z njimi ravnali, kot da delamo z 
antioksidanti. 
 
Ekstrakcija hiperforina je potekala z ohlajeno raztopino metanola (MeOH) in bidestilirano 
vodo (80:20; V:V) s pH umerjenim na 2,5 (s 85 % fosforno kislino (H3PO4)), ki smo ji dodali 
5 % hidroksipropil-β-ciklodekstrin (HPβCD) in sicer 5 g topljenca na 100 mL. Od 100 do 
300 mg zmletega liofiliziranega vzorca smo ekstrahirali s 5 ml ekstrakcijske tekočine 30 
sekund s pomočjo homogenizatorja Ultra-Turrax T25. V času homogeniziranja smo 
centrifugirke imeli v čaši z ledom, da se vzorci niso segreli, saj bi to vplivalo na vsebnost 
hiperforina. Nato smo vzorce centrifugirali na 4000 obratih/min za 10 min in dobljeni 
supernatant prefiltrirali skozi 0,20 µm PTFE filter v novo centrifugirko ter še enkrat ponovili 
ekstrakcijo. Na koncu druge ekstrakcije smo supernatant prefiltrirali v viale.  
 
Analiza je potekala na HPLC (High Performance Liquid Chromatography) aparaturi Thermo 
Finnigan Surveyor. Za analizo smo uporabili 20 µl vzorca. Uporabili smo kolono Sigma-
Aldrich Supelco Discovery C18 26 cm x 4,6 mm, 5 µm in PDA detektor (photodiode array 
detektor, ki se uporablja pri HPLC; za hiperforin 270 nm). Mobilna faza je bila sestavljena iz 
dveh delov in sicer A – bidestilirana voda, 20 % metanol in 0,5 % TFA – ter B – acetonitril, 
10 % metanol in 0,5 % TFA-  s pretokom 1 ml /min: 0 – 20 min 90% A, 20 – 25 min 30 % A, 
25 – 30 min 10 % A, 30 -60 min 0 % A, 60 – 65 min 90 % A. Analiza je potekala pri 
temperaturi 18 ˚C.  
 
Za določitev koncentracije hiperforina v vzorcih smo izdelali umeritveno krivuljo, 
izračunano na podlagi raztopin standarda (100, 50, 20 in 10 µg/g).  
 
S HSD testom smo preverjali ali med obravnavanji (razlike med akcesijami v povezavi s 
ploidnostjo in razlike med ploidnostmi, neodvisno od akcesij) obstajajo statistično značilne 
razlike. 
 
3.2.4 Izolacija DNA 
 
V terilnicah smo zmleli nekaj listkov šentjanževke in jim dodali 800 µl CTAB pufra. Vse 
skupaj smo iz terilnice prelili v mikrocentrifugirke in postavili v vodno kopel na temperaturo 
68 ˚C za 1,5 do 2 uri. Nato smo v mikrocentrifugirke dodali 800 µl 
kloroform/izoamilalkohola (24:1), ter premešali in centrifugirali 15 min, na 10 000 obratih in 
pri temperaturi 4 ˚C. Po centrifugiranju smo vodno fazo prelili v sveže mikrocentrifugirke in 
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ponovili postopek s kloroform/izoamilalkoholom (24:1). Vodno fazo smo po drugem 
centrifugiranju prelili v nove mikrocentrifugirke in ji dodali 70 µl 3M NaOAc s pH 5,2 ter 
700 µl ledeno mrzlega izopropanola ter dobro premešali. Mikrocentrifugirke smo čez noč 
postavili v zmrzovalnik.  
 
Naslednji dan smo mikrocentrifugirke na sobni temperaturi raztopili in centrifugirali na 
10000 obratih, 15 min pri 4 ˚C. Po centrifugiranju smo odpipetirali supernatan in ostal nam je 
pelet oz. izolirana DNA, ki jo je bilo potrebno še sprati. Peletu smo dodali 1000 µl 70 % 
EtOH in centrifugirali na 10 000 obratih, 15 min pri 4 ˚C. Nato smo odstranili EtOH s pipeto 
in posušili oborino. Zdaj je bilo potrebno DNA samo še raztopiti. Oborini smo dodali 60 µl 
TE pufra in mikrocentrifugirke čez noč postavili v hladilnik. Naslednji dan smo vzorce 
premestili v zmrzovalnik, kjer smo jih do nadaljnje uporabe hranili na -20 ˚C.  
 
3.2.5 Merjenje koncentracije izolirane DNA 
 
Za nadaljnje delo z DNA je najboljša koncentracija izolirane DNA 300 ng/µl. Našim 
vzorcem smo koncentracije DNA izmerili spektrofotometrično  z DNA fluorometrom DyNA 
QuantTM 200 (GE Healthcare), da smo videli ali bo pri nadaljnjem delu z njimi potrebno 
redčenje vzorcev.  
 
V zatemnjeno čašo smo si pripravili založno raztopino za 22 vzorcev in sicer tako, da smo za 
vzorec imeli 2 ml raztopine. Uporabili smo 45 ml dH2O, 5 ml  10xTNE pufra in 5 µl HSS 
(H33258, fotosenzibilno barvilo, ki se prednostno veže na dvojno vijačnico DNA in omogoča 
natančno določevanje koncentracije DNA). V kiveto smo dodali 2 ml založne raztopine in 2 
µl DNA vzorca, dobro premešali in kiveto postavili v fluorometer. Po vsakem končanem 
merjenju smo kiveto splahnili z destilirano vodo.  
 
Spektofotometer smo umerili z mešanico, ki ni vsebovala DNA, ampak samo TE pufer in 
založno raztopino, ter vrednost umerili na 0 ng/µl. S tem smo izključili vpliv TE pufra in 
založne raztopine na izmerjeno koncentracijo izolirane DNA. Nato je sledilo umerjanje 
spektrofotometra s standardom iz govejega priželjca na koncentracijo 1000 ng/µl.  
 
Vzorce DNA smo redčili tako, da smo imeli v vseh vzorcih koncentracijo DNA 4 ng/µl. 
Vzorcem DNA smo dodali ddH2O. Količino dodane ddH2O smo preračunali glede na vsak 
posamezen vzorec. Na primer, če smo imeli izmerjeno koncentracijo DNA 355 ng/µl in je 
bila potrebna koncentracija 4 ng/µl v 100 µl, smo 1,13 µl DNA dodali 98,9 µl ddH2O.  
 
3.2.6 PCR (verižna reakcija s polimerazo)  
 
Za namnoževanje DNA fragmentov z verižno reakcijo s polimerazo smo si najprej pripravili 
redčitve začetnih oligonukleotidov in sicer 1 µL začetnih oligonukleotidov (50mM) smo 
redčili z 49 µl vode brez prisotnih nukleaz. Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili so 
HP130, HP154, HP132, Hperf04, Hperf1, HP103, HP11, HP04 ter univerzalni začetni 
oligonukleotid M13 (-21). 
 
Za vsak par začetnih oligonukleotid smo si naredili založno raztopino za PCR, ki vsebuje 
5xPCR pufer (Promega), 25mM MgCl2 (Promega), 10 mM dNTP (dATP, dCTP, dTTP, 
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dGTP), 10 µM raztopino lokusno specifičnega para začetnih oligonukleotidov F in R), 10 
µM univerzalni začetni oligonukleotid M13(-21), ki je bil na 5' koncu označen s 6FAM, VIC, 
NED ali PET fluorescentno nalepko (Applied Biosystem), 5U/µl encima GoTaq®  DNA 
polimerazo (Promega) in sterilno dH2O. Založne raztopine za PCR smo si naredili dovolj za 
vse vzorce, ki smo jih analizirali in sicer tako, da smo potrebne količine za en vzorec 
pomnožili s številom vzorcev za analizo, s 5 % pribitkom.  
 
Vsakemu vzorcu DNA (5 µl), ki smo ga najprej na kratko centrifugirali (centrifuga, rotor za 
mikrotitrske plošče), smo dodali 10 µl PCR založne raztopine (3,189 µl dH2O, 3 µl 5 x PCR 
pufer (1x), 1,2 µl MgCl2 (2 mM), 1,2 µl dNTP (200 µM), 0,4 µl začetni oligonukleotid 1 
(0,27 µM), 0,4 µl začetni oligonukleotid 2 (0,27 µM), 0,5 µl univerzalni začetni 
oligonukleotid M13(-21) (0,33 µM) in 0,1 µl encim GoTaq® DNA polimeraza (1,67 U), tako 
da je končni volumen PCR reakcije znašal 15 µl. Komponente in PCR reakcijo smo ves čas 
hranili na ledu. Pomnoževanje je potekalo v 96-mestnih PCR ploščah (Applied Biosystem), 
tako da smo naenkrat lahko pomnožili 96 vzorcev, s PCR napravo za ciklično termostatiranje 
Applied Biosystems 2720 (Applied Biosystems), ki deluje na osnovi peltierjevega elementa. 
Preden smo ploščo vstavili v PCR napravo, smo jo vrtinčili in centrifugirali.  
 
Temperaturni profil PCR reakcije je podan v preglednici 2.  
 
Preglednica 2: Temperaturni profil PCR reakcije. 
Temperatura Čas  Ponovitev 
94 ˚C 15 min  
94 ˚C 30 s 5x: 
61 ˚C 45 s vsak cikel se temperatura zmanjša za 1 ˚C 
72 ˚C 1,5 min  
94 ˚C 30 s  
56 ˚C 45 s 30x 
72 ˚C 1,5 min  
72 ˚C 8 min  
12 ˚C  ∞  
 
3.2.7 Analiza mikrosatelitskih markerjev 
 
Univerzalni M13 (-21) začetni oligonukleotid, ki je bil dodan v PCR reakcijo je bil označen z 
eno izmed naštetih barvil (vsako barvilo oddaja fluorescenco pri drugi valovni dolžini in tako 
dobimo različne barve) in sicer tako: 
 produkti pomnoženi z začetnimi oligonukleotidi HP04, HP11 in HP132 – barva 
6FAM (oddaja nakrajšo valovno dolžino in je prikazana kot modra) 
 produkti pomnoženi z začetnima oligonukleotidoma Hperf04 in HP130 – barva VIC 
(zelena) 
 produkti pomnoženi z začetnim oligonukleotidom Hperf1 – barva NED (rumena/črna) 
 produkti pomnoženi z začetnima oligonukleotidoma HP103 in HP154 – barva PET 
(rdeča) 
 
Namen univerzalnega začetnega oligonukleotida M13 (-21) (5' –TGT-AAA-ACG-ACG-
ACG-GCC-AGT-3'), ki je označen s fluorescentnim barvilom je bolj ekonomičen postopek 
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analize (Schuelke, 2000). Zaporedje za univerzalni začetni oligonukleotid se v procesu 
sinteze začetnega oligunukleotida doda enemu začetnemu oligunukleotidu v paru:  
 
5'-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT + nukleotidno zaporedje začetnega oligunukleotida -3' 
 
V PCR reakciji smo uporabili še tretji začetni oligonukleotid (M13 (-21)) s TAIL 
zaporedjem, ki je označen z želeno fluorescentno barvo. V našem primeru so zgoraj našteta 
barvila podjetja Applied Biosystems. To nam je omogočilo simultano ločevanje vseh štirih 
barvil naenkrat, s tem pa kombinacije 4ih lokusov v eni analizi.  
 
Ker smo uporabili štiri različna barvila, smo lahko po štiri različne lokuse (označeni z 
različnimi barvili) med seboj združili. Iz vsake PCR reakcije smo odpipetirali po 4 µl 
vsakega pomnoženega vzorca in jih združili. Nato smo dobro premešali in kratko 
centrifugirali ter jih tako pripravili za prenos na kapilarno elektroforezo. Po centrifugiranju 
smo 1 µl združenega vzorca prenesli v 96-mestno ploščo MicroAmp® (Applied Biosystems). 
Vsakemo vzorcu smo dodali 10,6 µl formamida in 0,5 µl LIZ 600 (Applied Biosystems). 
Nato smo plošče prelepili s samolepilnimi folijami (Brand), premešali, centrifugirali in 
nazadnje označili ter poslali na Oddelek za zootehniko (Groblje 3, Domžale), kjer so opravili 
analizo z avtomatskim sekventorjem ABI 3130XL (Applied Biosystems).  
 
Analizo podatkov smo opravili z računalniškim programom Peak Scanner v 1.0 software 
(Applied Biosystems) in nato s programom NTSYS 2.2 (Numerical taxonomy and 
multivariate analysis system) (Rofl, 2008) na osnovi Jaccard koeficienta in z UPGMA 
metodo klastriranja (0 = različno, 1 = enako) izdelali dva dendrograma.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 PLOIDNOST 
 
Ploidnost smo preverili pri vseh akcesijah naštetih v poglavju Materiali in metode in sicer pri 
vseh rastlinah prve generacije in pri rastlinah določenih akcesij (6/8 BF LP 2006, 6/4 BF LP 
2006 in 'Topas') druge generacije. Rezultati meritev so podani v preglednici 3. Kot že zgoraj 
omenjeno lahko v eni akcesiji najdemo rastline, ki so si različne po ploidnosti. Pri treh 
akcesijah, in sicer pri liniji Stamm 715, liniji Stamm 21 in sorti 'Taubertal', smo imeli samo 
tetraploidne rastline. Pri sedmih akcesijah (linija Stamm 710, prostoživeča populacija, sorti 
'Anthos' in 'Topas', populacije BFL 18-001/07, 6/2 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006) smo 
imeli večinoma tetraploidne rastline in eno (linija Stamm 710, prostoživeča populacija, 
populaciji BFL 18-001/07 in 6/8 BF LP 2006) ali dve heksaploidni rastlini (sorti 'Anthos' in 
'Topas', populacija 6/2 BF LP 2006). Pri eni akcesiji, in sicer populaciji 6/4 BF LP 2006, pa 
smo imeli večinoma tetraploidne rastline in eno diploidno rastlino.  
 
Pri populacijama 6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006 ter sorti 'Topas' smo naredili analizo na 
naslednji generaciji rastlin. Medtem ko smo imeli pri populaciji BF 6/8 BF LP 2006 v prvi 
generaciji 6 tetraploidnih rastlin in eno heksaploidno, smo imeli v naslednji generaciji le še 
tetraploidne rastline (27 rastlin). Pri sorti 'Topas' smo imeli v prvi generaciji 11 tetraploidnih 
rastlin in 2 heksaploidni rastlini, v drugi generaciji pa 23 tetraploidnih rastlin in le 1 
heksaploidno. Pri populaciji 6/4 BF LP 2006 pa je bilo v prvi generaciji 12 tetraploidnih 
rastlin in 1 diploidna, v drugi generaciji pa 28 tetraploidnih rastlin in prav tako le 1 diploidna.  
 
Na sliki 7 in 8 sta vidna dva primera histogramov, ki smo jih dobili, in sicer za diploidno in 
tetraploidno rastlino šentjanževke.  
 
 
Slika 7: Histogram za primer diploidnega vzorca šentjanževke. Levi vrh – G1 vrh diploidne rastline H. 
perforatum, desni vrh – G1 Trifolium repens. 
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Slika 8: Histogram za primer tetraploidnega vzorca šentjanževke. Levi vrh – G1 vrh tetraploidne rastline H. 
perforatum, desni vrh G1 Trifolium repens.  
 
Preglednica 3: Izmerjena ploidnost rastlin šentjanževke prve in druge generacije.  
Akcesija Število rastlin           Generacija Ploidnost 
linija Stamm 715 10           F0 4n 
linija Stamm 710 4 F0 4n 
  1 F0 6n 
prostoživeča populacija 5 F0 4n 
  1 F0 6n 
 'Anthos' 12 F0 4n 
  2 F0 6n 
BFL 18-001/07 17 F0 4n 
  1 F0 6n 
6/2 BF LP 2006 10 F0 4n 
  2 F0 6n 
linija Stamm 21 15 F0 4n 
'Taubertal' 14 F0 4n 
6/4 BF LP 2006 12 F0 4n 
 
1 F0 2n 
 
28 F1 4n 
 1 F1 2n 
6/8 BF LP 2006 6 F0 4n  
 
1 F0 6n 
 27 F1 4n 
 'Topas' 11 F0 4n 
 
2 F0 6n 
 
23 F1 4n 
 1 F1 6n 
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4.2 PROSOJNE ŽLEZE  
 
Iz vsake akcesije smo izbrali 2 rastlini in sicer eno, ki je bila tetraploidna in eno, ki je bila 
heksaploidna ali diploidna. Če v akcesiji nismo našli nobene rastline, ki bi bila heksaploid ali 
diploid, smo površino peg izmerili na dveh tetraploidnih rastlinah. Rezultati so prikazani v 
preglednicah 4 in 5.  
 
Največja površina prosojnih žlez je bila izmerjena pri heksaploidni rastlini iz populacije 6/8 
BF LP 2006 (9387,7 µm²). Pri tetraploidni rastlini iste akcesije je bila izmerjena povšina 
prosojnih žlez 7145,7 µm². Najmanjša površina prosojnih žlez je bila izmerjena pri diploidni 
rastlini iz populacije 6/4 BF LP 2006 in sicer 1575,9 µm². Izmerjena površina prosojnih žlez 
pri tetraploidni rastlini iste akcesije pa je bila 2682,6 µm².   
 
Korelacijsko analizo med ploidnostjo in povprečno površino peg smo naredili v programu 
Excell in dobili, da je ρ = 0,75, kar kaže na močno pozitivno korelacijo med ploidnostjo in 
povprečno površino peg.  
 
Opravili smo statistično analizo in sicer HSD test (preglednica 4), ki je obravnavanja razdelil 
na 7 skupin (a, b, c, d, e, f, g). Največjo površino prosojnih žlez ima heksaploidna rastlina iz 
populacije 6/8 BF LP 2006 in najmanjšo površino prosojnih žlez ima diploidna rastlina iz 
populacije 6/4 BF LP 2006, med ostalimi obravnavanji ni statistično značilnih razlik. Če 
primerjamo heksaploidno in tetraploidno rastlino iz populacije 6/8 BF LP 2006, sta obe v 
skupini a, kar pomeni, da med njima ni statistično značilnih razlik. Enako je tudi pri 
populacijah 6/2 BF LP 2006, BFL 18-001/07 in 6/4 BF LP 2006, liniji Stamm 710 ter sortah 
'Topas' in 'Anthos'. Edina akcesija pri kateri je razlika med tetraploidno in heksaploidno 
rastlino statistično značilna je prostoživeča populacija. 
 
V preglednici 5 imamo podatke o površini prosojnih žlez glede na ploidnost rastline, 
neodvisno od akcesije. Na podatkih smo opravili HSD test, ki je podatke razdelil v dve 
skupini (a in b). Vidimo, da glede na površino prosojnih žlez ni statistično značilnih razlik 
med diploidnimi in tetraploidnimi rastlinami šentjanževke (oboje v skupini a), med tem ko se 
površina prosojnih žlez heksaploidnih rastlin (skupina b) statistično razlikuje od površine 
prosojnih žlez tako tetraploidnih rastlin kot diploidnih. 
 
V preglednici 6 imamo podatke o površini prosojnih žlez glede na akcesijo, neodvisno od 
ploidnosti rastlin. HSD test je podatke razdelil v 6 skupin. Populacija 6/8 BF LP 2006 ni 
statistično različna samo od populacije 6/2 BF LP 2006. Statistično značilne razlike so med 
populacijo 6/2 BF LP 2006 in sorto 'Anthos', sorto 'Topas', sorto 'Taubertal', linijo Stamm 21, 
linijo Stamm 715 ter populacijo 6/4 BF LP 2006. Linija Stamm 710 in populacija BFL 18-
001/07 sta statistično različni od populacije 6/8 BF LP 2006, sorte 'Topas', sorte 'Taubertal', 
linije Stamm 21, linije Stamm 715 in populacije 6/4 BF LP 2006. Prostoživeča populacija je 
statistično različna od populacije 6/8 BF LP 2006, sorte 'Taubertal', populacije 6/4 BF LP 
2006 in linij Stamm 21 ter Stamm 715. Sorta 'Anthos' je statistično različna od populacij 6/8 
BF LP 2006, 6/2 BF LP 2006 ter 6/4 BF LP 2006. Sorta 'Topas' je statistično različna od 
linije Stamm 710 in populacij 6/8 BF LP 2006, 6/2 BF LP 2006, 6/4 BF LP 2006 ter BFL 18-
001/07. Sorta 'Taubertal' in liniji Stamm 21 ter Stamm 715 so statistično različne od linije 
Stamm 710, prostoživeče populacije in populacij 6/8 BF LP 2006, 6/2 BF LP 2006 ter BFL 
18-001/07. Populacija 6/4 BF LP 2006 je statistično različna od sorte 'Anthos', linije Stamm 
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710, prsostoživeče populacije in populacij 6/8 BF LP 2006, 6/2 BF LP 2006 ter BFL 18-
001/07. 
 
 
 
Slika 9: Izgled lista šentjanževke pod mikroskopom (10x povečava). Na listu lepo vidimo obliko in velikost 
prozornih žlez v katerih se nahaja hiperforin. Vidne so tudi listne žile, listne reže in ena temna pega oz. žleza v 
kateri se kopiči hipericin. 
 
Preglednica 4: Povprečna površina peg oz. prosojnih žlez (µm²), ki vsebujejo hiperforin pri različnih akcesijah 
šentjanževke in različni ploidnosti rastlin (s pripadajočimi standardnimi odkloni - SD) ter statistični HSD test. 
Med obravnavanji, ki imajo enako črko v skupini, ni statistično značilnih razlik.  
Populacija/ sorta/ linija Ploidnost Povprečna površina peg (µm²) SD HSD test 
Stamm 715 4n 3169,8 739,0   fg 
  4n 2780,4 201,0   fg 
prostoživeča populacija 4n 3957,1 653,7   efg 
  6n 7541,3 3918,2   ab 
6/8 BF LP 2006 4n 7145,7 2719,5   abc 
  6n 9387,7 2097,0   a 
Stamm 710 4n 4951,2 1148,2   cdef 
  6n 6958,9 1646,3   abcd 
 'Anthos' 4n 3721 455,0   efg 
  6n 4587,1 582,7   def 
 'Topas' 4n 2874,7 476,5   fg 
  6n 5066,7 943,1   cdef 
Stamm 21 4n 3923,7 984,7   fg 
  4n 3480,3 824,6   fg 
BFL 18-001/07 4n 4947,8 546,7   cdef 
  6n 6914,6 744,2   bcd 
6/2 BF LP 2006 4n 5828,0 1476,0   bcde 
  6n 7232,5 1466,4   abc 
 'Taubertal' 4n 2898,8 252,3   fg 
  4n 3066,6 426,1   fg 
6/4 BF LP 2006 4n 2682,6 574,0   fg 
  2n 1575,9 554,5   g 
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Preglednica 5: Povprečna površina prosojnih žlez (µm²) pri različnih ploidnostih rastlin (neodvisno od 
akcesije) in statistični HSD test. Med obravnavanji, ki imajo enako črko, ni statistično značilnih razlik. 
Ploidnost Povprečna površina 
prosojnih žlez (µm²) 
SD HSD test 
2n 1575,9 0 a 
4n 3959,1 1319,5 a 
6n 6812,7 1600,6 b 
 
Preglednica 6: Povprečna površina prosojnih žlez (µm²) pri različnih akcesijah rastlin (neodvisno od 
ploidnosti) in statistični HSD test. Med obravnavanji, ki imajo enako črko, ni statistično značilnih razlik. 
Akcesija Povprečna površina 
prosojnih žlez (µm²) 
SD HSD test 
6/8 BF LP 2006 8266,7 2616,1 a 
6/2 BF LP 2006 6530,2 1595,6 ab 
Stamm 710 5955,1 1719,0 bc 
BFL 18-001/07 5931,2 1195,6 bc 
Prostoživeča populacija 5749,2 3284,7 bcd 
'Anthos' 4154,0 674,6 cde 
'Topas' 3970,7 1342,5 def 
Stamm 21 3702,0 906,8 ef 
'Taubertal' 2982,7 349,2 ef 
Stamm 715 2975,1 560,5 ef 
6/4 BF LP 2006 2129,242 789,8 f 
 
4.3 HIPERFORIN 
 
Koncentracijo hiperforina smo določali s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti, kot je 
opisano v poglavju 3.2.3.  
 
Rezultati analize vsebnosti hiperforina so pokazali, da se vsebnost hiperforina razlikuje med 
akcesijami. Daleč najmanjšo vsebnost hiperforina smo izmerili pri populaciji 6/4 BF LP 2006 
in sicer povprečna vsebnost hiperforina pri tetraploidnih rastlinah je bila 3,20 mg/g suhe 
mase ter pri diploidni rastlini 1,30 mg/g suhe mase. Največjo vsebnost hiperforina smo 
izmerili pri heksaploidni rastlini iz linije Stamm 710 in sicer 18,49 mg/g suhe mase. Med 
vsemi testiranimi populacijami šentjanževke je bilo največ hiperforina izmerjenega pri 
tetraploidni rastlini prostoživeče populacije in sicer 16,70 mg/g suhe mase. Med populacijami 
biotehniške fakultete smo največjo vsebnost hiperforina izmerili pri populaciji BFL 18-
001/07, kjer je bila pri tetraploidih izmerjena povprečna koncentracija hiperforina 16,39 mg/g 
suhe mase, pri heksaploidni rastlini pa 13,94 mg/g suhe mase. Med linijami je bila največja 
povprečna koncentracija hiperforina izmerjena pri heksaploidni rastlini linije Stamm 710 in 
sicer 18,49 mg/g suhe mase, ter med sortami pri sorti 'Anthos' (14,98 mg/g suhe mase pri 
tetraploidnih rastlinah in 11,79 mg/g suhe mase pri heksaploidnih rastlinah).  
 
Opravili smo tudi HSD test, rezultati so vidni v preglednici 7. Test je obravnavanja razdelil v 
dve skupini (a in b). Samo v skupino a spadajo heksaploidna rastlina in tetraploidne rastline 
iz linije Stamm 710 ter tetraploidne rastline iz prostoživeče populacije, iz populacije BFL 18-
001/07 in iz sorte 'Anthos'. Samo v skupino b pa spada populacija 6/4 BF LP 2006. Med tema 
dvema skupinama so statistično značilne razlike, medtem ko med ostalimi akcesijami oz. 
obravnavanji statistično značilnih razlik ni. 
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V preglednici 8 imamo združene rezultate za površino prosojnih žlez in vsebnost hiperforina. 
Največjo površino žlez smo izmerili pri populaciji 6/8 BF LP 2006, pri heksaploidni rastlini 
in sicer 9387,7 µm² (vsebnost hiperforina 6,10 mg/g suhe mase), med tem ko smo največjo 
vsebnost hiperforina izmerili pri populaciji BFL 18-001/07, pri tetraploidni rastlini in sicer 
21,01 mg/g suhe mase (površina žleze 4947,8 µm²). 
 
V preglednici 10 imamo rezultate HSD testa za vsebnost hiperforina glede na akcesijo, 
neodvniso od ploidnosti rastlin. Test je obravnavanja razdelil v 5 skupin (a, b, c, d in e). 
Populacija BFL 18-001/07 je statistično različna od sort 'Topas' in 'Taubertal', linij Stamm 
715 in Stamm 21 ter populacij 6/2 BF LP 2006, 6/8 BF LP 2006 in 6/4 BF LP 2006. Linija 
Stamm 710 je statistično različna od linije Stamm 21, sorte 'Taubertal' in populacij 6/8 BF LP 
2006 in 6/4 BF LP 2006. Prostoživeča populacija je statistično različna od populacij 6/8 BF 
LP 2006 in 6/4 BF LP 2006. Sorta 'Anthos', sorta 'Topas' in populacija 6/2 BF LP 2006 so 
statistično različne od populacije 6/4 BF LP 2006. 
Preglednica 7: Vsebnosti hiperforina (mg/g suhe mase) glede na akcesije šentjanževke (s pripadajočimi 
standardnimi odkloni - SD), ploidnost rastlin šentjanževke ter statističen HSD test za odvisnost vsebnosti 
hiperforina od akcesije in ploidnosti šentjanževke. Med obravnavanji, ki imajo enako črko v skupini, ni 
statistično značilnih razlik. 
Akcesija Ploidnost Vsebnost hiperforina (mg/g SM) 
Povprečna vsebnost 
hiperforina (mg/g SM) SD HSD test 
6/2 BF LP 2006 4n 8,64 
    4n 10,54     4n 15,88     4n 14     4n 6,42 11,1 3,9   ab 
 6n 6,1      6n 7 6,55 0,6    ab 
6/4 BF LP 2006 2n 1,3 1,3 0    b 
 4n 3     4n 4,37     4n 2,8      4n 2,65 3,2 0,8   b 
6/8 BF LP 2006 4n 7,38 
    4n 9,26     4n 7,54 8,06 1   ab 
  6n 6,1 6,1 0    ab 
BFL 18-001/07 4n 21,01 
    4n 22,08     4n 18,97     4n 11,46     4n 15,89     4n 8,97 16,39 5,3   a 
  6n 13,94 13,94 0    ab 
Stamm 715 4n 8,52 
    4n 8,84     4n 10,25      4n 7,61 8,81 1,1   ab 
Stamm 710 4n 16,16 
    4n 16     4n 14,97     4n 13,75 15,22 1,1   a 
  6n 18,49 18,49 0    a 
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 7 
Akcesija Ploidnost Vsebnost hiperforina (mg/g SM) 
Povprečna vsebnost hiperforina 
(mg/g SM) SD HSD test 
Stamm 21 4n 4,94 
    4n 12,91     4n 6,61     4n 9,35      4n 8,45 8,45 3   ab 
'Anthos' 4n 17,74    
 4n 9,15    
 4n 18,75    
 4n 18,3    
 4n 10,95 14,98 4,6    a 
 6n 10,61      6n 12,98 11,79 1,7    ab 
 'Taubertal' 4n 7,11 
    4n 8,31     4n 8,59      4n 8,31 8,08 0,7   ab 
 'Topas' 4n 10,47 
    4n 12,02     4n 9,56     4n 9,94     4n 12,32 10,86 1,2   ab 
 6n 9,18      6n 8,36 8,77 0,6    ab 
prostoživeča  4n 15,13 
   populacija 4n 11,98 
    4n 23 16,7 5,7   a 
  6n 12,5 12,5 0    ab 
 
Preglednica 8: Površina prosojnih žlez v katerih se skladišči hiperforin (µm²) in vsebnost hiperforina (mg/g 
SM) glede na akcesijo in ploidnost rastllin v akcesiji.  
Akcesija Ploidnost Površina žlez (µm²) SD Vsebnost hiperforina (mg/g SM) SD 
6/2 BF LP 2006 4n 5828,0 1476,0 8,6 0,3 
  6n 7232,5 1466,4 6,1 
 6/4 BF LP 2006 2n 1575,9 554,5 1,3 0,2 
  4n 2682,6 574,0 3,0 
 6/8 BF LP 2006 4n 7145,7 2719,5 7,4 0,4 
  6n 9387,7 2097,0 6,1 
 BFL 18-001/07 4n 4947,8 546,7 21,0 0,5 
  6n 6914,6 744,2 13,9 1,8 
Stamm 715 4n 3169,8 739,0 8,5 0,4 
  4n 2780,4 201,0 8,8 0,9 
Stamm 710 4n 4951,2 1148,2 16,2 0,6 
  6n 6958,9 1646,3 18,5 2,2 
Stamm 21 4n 3480,3 824,6 4,9 1,0 
 'Anthos' 4n 3721,0 455,0 17,7 1,3 
  6n 4587,1 582,7 10,6 0,1 
 'Taubertal' 4n 2898,8 252,3 7,1 0,1 
  4n 3066,6 426,1 8,3 0,9 
 'Topas' 4n 2874,7 476,5 10,5 2,5 
  6n 5066,7 943,1 9,2 0,9 
prostoživeča populacija 4n 3957,1 653,7 15,1 3,5 
  6n 7541,3 3918,2 12,5 
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Korelacijsko analizo med ploidnostjo in vsebnostjo hiperforina ter med površino žlez in 
vsebnostjo hiperforina smo naredili v programu Excell. V obeh primerih smo dobili šibko 
korelacijo oz. slabo povezanost med spremenljivkama, in sicer v prvem primeru je 
korelacijski koeficient (ρ) 0,24, v drugem primeru pa 0,23.  
 
Preglednica 9: Povprečne vsebnosti hiperforina (mg/g suhe mase) pri različnih ploidnostih rastlin (neodvisno 
od akcesije) in statistični HSD test. Med obravnavanji, ki imajo enako črko, ni statistično značilnih razlik.   
Ploidnost Povprečna vsebnost hiperforina (mg/g suhe mase) SD HSD test 
2n 1,30 0 a 
4n 11,27 5,00 a 
6n 10,53 3,99 a 
 
Preglednica 10: Povprečne vsebnosti hiperforina (mg/g suhe mase) pri različniih akcesijah rastlin (neodvisno 
od ploidnosti) in statistični HSD test. Med obravnavanji, ki imajo enako črko v skupini, ni statistično značilnih 
razlik.  
Akcesija Povprečna vsebnost hiperforina (mg/g suhe mase) SD HSD test 
BFL 18-001/07 16,05 4,92 a 
Stamm 710 15,87 1,75 ab  
Prostoživeča populacija 15,65 5,09 abc 
'Anthos' 14,07 4,09 abcd  
'Topas' 10,26 1,46 bcd  
6/2 BF LP 2006 9,80 3,86 bcd  
Stamm 715 8,81 1,10 bcde  
Stamm 21 8,45 3,02 cde  
'Taubertal' 8,08 0,66 cde  
6/8 NF LP 2006 7,57 1,30 de  
6/4 BF LP 2006 2,82 1,09 e  
 
4.4 ANALIZA MIKROSATELITOV 
 
Opravili smo mikrosatelitsko analizo sorodnosti med 11 akcesijami in analizo variabilnosti 
znotraj treh akcesij (populaciji 6/4 BF LP 2006, 6/8 BF LP 2006 in sorta 'Topas'). Pri analizi 
variabilnosti znotraj treh akcesij smo se odločili za populaciji 6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 
2006, ker sta to populaciji Biotehniške fakultete v Ljubljani in nas je zanimala njuna 
raznolikost. Kot smo videli že pri rezultatih merjenja je v populaciji 6/4 BF LP 2006 prisotna 
tudi diploidna rastlina šentjanževke, poleg tega pa rezultati merjenja vsebnosti hiperforina 
kažejo da ima populacija 6/8 BF LP 2006 dovolj veliko koncentracijo hiperforina, da se 
lahko primerja z že uveljavljenimi sortami šentjanževke. Sorto 'Topas' smo izbrali kot primer 
že uveljavljene sorte šentjanževke.  
 
Dendrogram analize sorodnosti med akcesijami (slika 10) nam kaže kakšna je stopnja 
sorodnosti oz. raznolikosti med akcesijami in sortami. Največjo sorodnost smo dobili med 
linijo Stamm 715 (Nemčija) in sorto 'Anthos' (Nemčija), ki si delita okoli 85% alelov  
analiziranih mikrosatelitskih lokusov. Sledita jima linija Stamm 21 (Nemčija) in sorta 'Topas' 
(ZDA) (s koeficientom sorodnosti 0,67) ter populacija 6/2 BF LP 2006 (Slovenija) in 
prostoživeča populacija iz Kanade (s koeficientom sorodnosti okoli 0,60). Na istem 
dendrogramu vidimo tudi sorodnost med dvema rastlinama iste akcesije. Najbolj sorodni (s 
koeficientom sorodnosti 0,92) sta si rastlini označeni s številkama 8 in 13 sorte 'Taubertal'.  
Sorodnost med rastlinami iste sorte oz. populacije lahko potrdimo tudi pri liniji Stamm 21, 
31 
Lešnik L. Izvrednotenje akcesij šentjanževke ... glede na ploidnost in vsebnost hiperforina. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017 
 
 
liniji Stamm 715, sorti 'Topas', populaciji 6/8 BF LP 2006, liniji Stamm 710 in populaciji 6/4 
BF LP 2006. 
 
Preglednica 11 nam prikazuje matriko genetske razdalje vseh preučevanih populacij 
šentjanževke glede na Jaccard koeficient narejena po SSR podatkih. Z rdečo so označeni 
podatki, ki prikazujejo rastline iz iste akcesije med katerimi je sorodnost velika (Stamm 21 
r.4 in Stamm 21 r.10 s koeficientom sorodnosti 0,864; 6/2 BF LP 2006 r.12 in 6/2 BF LP 
2006 r.10 (6n) s koeficientom sorodnosti 0,500; 6/8 BF LP 2006 r.6 (6n) in 6/8 BF LP 2006 
r.2 s koeficientom sorodnosti 0,793; Stamm 710 r.5 in Stamm 710 r.4 (6n) s koeficientom 
sorodnosti 0,762; Stamm 715 r.4 in Stamm 715 r.10 s koeficientom sorodnosti 0,840; 'Topas' 
r.8 in 'Topas' r.6 (6n) s koeficientom sorodnosti 0,833; 'Taubertal' r.13 in 'Taubertal' r.8 s 
koeficientom sorodnosti 0,917), z zeleno so označeni podatki, ki prikazujejo veliko sorodnost 
med populacijami ('Anthos' r.12 in Stamm 715 r.4 s koeficientom sorodnosti 0,840; 'Topas' 
r.6 (6n) in Stamm 21 r.10 s koeficientom sorodnosti 0,741; 'Topas' r.6 (6n) in Stamm 21 r.4 s 
koeficientom sorodnosti 0,643; 'Topas' r.8 in Staamm 21 r.10 s koeficientom sorodnosti 
0,667; 'Topas' r.8 in Stamm 21 r.4 s koeficientom sorodnosti 0,633), z modro pa so označeni 
podatki, ki kažejo majhno sorodnost med rastlinami iste akcesije (BFL 18-001/07 r.5 in BFL 
18-001/07 r.13 (6n) s koeficientom sorodnosti 0,120; 'Anthos' r.4 in 'Anthos' r.12 (6n) s 
koeficientom sorodnosti 0,160; prostoživeča iz Kanade r.5 in prostoživeča iz Kanade r.3 (6n) 
0,154). Genetska razdalja proučevanih populacij niha med 0,000 in 0,917, s povprečjem 
0,232. Najmanjša razdalja (0,000) in s tem tudi najmanjša sorodnost je med populacijo 
bioethniške fakultete BFL 18-001/07 in linijo Stamm 710 (samo pri heksaploidni rastlini iz 
linije Stamm 710) ter med sorto 'Anthos' (samo pri tetraploidni rastlini iz sorte 'Anthos') in 
linijo Stamm 21, populacijo 6/2 BF LP 2006, populacijo 6/8 BF LP 2006, linijo Stamm 710, 
prostoživečo populacijo iz Kanade, sorto 'Topas' in sorto 'Taubertal'. 
 
Slika 11 nam prikazuje dendrogram analize variabilnosti znotraj treh akcesij: populaciji 6/4 
BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006 in sorta 'Topas'. Kljub veliki znotraj-populacijski 
variabilnosti, vidimo dve ločeni skupini glede na populacije; prva je označena z zeleno črto 
in sega od 6/4 BL LP 2006 r. 11 do 6/8 BF LP 2006 r 8.2 (F1), druga je označena z rdečo črto 
in sega od Topas r.10 (F1) do Topas r.5. Z F1 so označene rastline potomke, brez te oznake 
pa so rastline iz starševske generacije. 
 
Po podatkih, ki jih prikazuje matrika genetske razdalje med tremi preučevanimi populacijami 
šentjanževke, sorte 'Topas' in populacij 6/4 BF LP 2006 ter 6/8 BF LP 2006 (preglednica 12), 
genetska razdalja niha med 0,053 in 0,957, s povprečjem 0,290. Z rdečo so označeni podatki, 
ki prikazujejo rastline iste populacije, ki kažejo veliko genetsko podobnost na osnovi 
proučevanih mikrosatelitskih lokusov (6/4 BF LP 2006 r.4 in6/4 BF LP 2006 r.7 s 
koeficientom sorodnosti 0,957; 6/8 BF LP 2006 r.23 (F1) in 6/8 BF LP 2006 r.2 (F1) s 
koeficientom sorodnosti 0,917; Topas r.21 in 'Topas' r.8 s koeficientom sorodnosti 0,871), z 
zeleno pa podatki za rastline, ki kažejo veliko podobnost vendar so iz različnih populacij (6/4 
BF LP 2006 r.4 in 6/8 BF LP 2006 r.23 (F1) s koeficientom sorodnosti 0,875; 6/4 BF LP 
2006 r.8 in 'Topas' r.3 (F1) s koeficientom sorodnosti 0,345; 6/8 BF LP 2006 r.5 in 'Topas' r.3 
s koeficientom sorodnosti 0,636). Z modro so označeni podatki, ki prikazujejo rastline iste 
populacije med katerimi je genetska sorodnost majhna (6/4 BF LP 2006 r.3 in 6/4 BF LP 
2006 r.1 s koeficientom sorodnosti 0,176; 6/8 BF LP 2006 r.12 (F1) in 6/8 BF LP 2006 r.5 s 
koeficientom sorodnosti 0,132; 'Topas' r.13 (F1) in 'Topas' r.6 (F1) s koeficientom sorodnosti 
0,053; 'Topas' r.4 (F1) in 'Topas' r.6 (F1) s koeficientom sorodnosti 0,053), z oranžno pa 
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podatki, ki prikazujejo rastline različnih populacij, ki so genetsko zelo različne (6/4 BF LP 
2006 r.3 in 6/8 BF LP 2006 r.5 s koeficientom sorodnosti 0,143; 6/4 BF LP 2006 r.1 in 
'Topas' r.5 s koeficientom sorodnosti 0,063; 6/8 BF LP 2006 r.23 (F1) in 'Topas' r.5 s 
koeficientom sorodnosti 0,069; 6/8 BF LP 2006 r.4 in 'Topas' r.5 s koeficientom sorodnosti 
0,069). 
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Slika 10: Dendrogram analize sorodnosti med akcesijami (6/2 BF LP 2006, 6/4 BF LP 2006, 6/8 BF LP 2006, 
BFL 18-001/07, Stamm 710, Stamm 715, Stamm 21, 'Taubertal', 'Topas', 'Anthos', prostoživeča populacija iz 
Kanade). 
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Preglednica 11: Matrika genetske razdalje vseh preučevanih populacij šentjanževke glede na Jaccard koeficient 
narejena po SSR podatkih. (Legenda: 1 - BFL 18-001/07 r.13(6n), 1.1 - BFL 18-001/07 r.5, 2 - Stamm 21 r.10, 
2.1 - Stamm 21 r.4, 3 - 6/2 BF LP 2006 r.10 (6n), 3.1 - 6/2 BF LP 2006 r.12, 4 - 6/4 BF LP 2006 r.1, 4.1 - 6/4 
BF LP 2006 r.9 (2n), 5 - 6/8 BF LP 2006 r.2, 5.1 - 6/8 BF LP 2006 r.6 (6n), 6 - Stamm 710 r.4 (6n), 6.1 - Stamm 
710 r.5, 7 - Stamm 715 r.10, 7.1 - Stamm 715 r.4, 8 – 'Anthos' r.12 (6n), 8.1 – 'Anthos' r.4, 9 - prostoživeča iz 
Kanade r.3(6n), 9.1 - prostoživeča iz Kanade r.5, 10 – 'Topas' r.6 (6n), 10.1 – 'Topas' r.8, 11 – 'Taubertal' r. 13, 
11.1 – 'Taubertal' r. 8) 
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Slika 11: Dendrogram analize variabilnosti znotraj treh akcesij: populaciji 6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006 
in sorta 'Topas'. 
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Preglednica 12: Matrika genetske razdalje treh določenih preučevanih populacij šentjanževke (sorta 'Topas' in 
populaciji 6/4 BF LP 2006 ter 6/8 BF LP 2006)  glede na Jaccard koeficient narejena po SSR podatkih. 
(Legenda: A1- 6/4 BF LP 2006 r.11, A2- 6/4 BF LP 2006 r.3, A3- 6/4 BF LP 2006 r.4, A4- 6/4 BF LP 2006 r.7, 
A5- 6/4 BF LP 2006 r.8, A6- 6/4 BF LP 2006 r.1, B1- 6/8 BF LP 2006 r.12 (F1), B2- 6/8 BF LP 2006 r.17 (F1), 
B3- 6/8 BF LP 2006 r.23 (F1), B4- 6/8 BF LP 2006 r.27 (F1), B5- 6/8 BF LP 2006 r.2 (F1), B6- 6/8 BF LP 
2006 r.3 (F1), B7- 6/8 BF LP 2006 r.3, B8- 6/8 BF LP 2006 r.4 (F1), B9- 6/8 BF LP 2006 r.4, B10- 6/8 BF LP 
2006 r.5, B11- 6/8 BF LP 2006 r.7 (F1), B12- 6/8 BF LP 2006 r.8.1 (F1), B13 - 6/8 BF LP 2006 r.8.2 (F2), B14- 
6/8 BF LP 2006 r.2, B15- 6/8 BF LP 2006 r.6 (6n), C1- 'Topas' r.10 (F1), C2- 'Topas' r.12, C3- 'Topas' r.13 (F1), 
C4- 'Topas' r. 14 (F1), C5- 'Topas' r.16 (F1), C6- 'Topas' r.1 (F1), C7- 'Topas' r.21, C8- 'Topas' r.22 (F1), C9- 
'Topas' r.2, C10- 'Topas' r.3, C11- 'Topas' r.3 (F1), C12- 'Topas' r. 4, C13- 'Topas' r.4 (F1), C14- 'Topas' r.5, 
C15- 'Topas' r.7, C16-  'Topas' r.8, C17- 'Topas' r.9, C18- 'Topas' r.6 (F1), C19- 'Topas' r.8 (F1)) 
 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13
A1 1,000
A2 0,737 1,000
A3 0,783 0,636 1,000
A4 0,826 0,609 0,957 1,000
A5 0,345 0,259 0,355 0,344 1,000
A6 0,250 0,176 0,263 0,256 0,704 1,000
B1 0,385 0,348 0,393 0,379 0,321 0,229 1,000
B2 0,280 0,227 0,296 0,286 0,222 0,147 0,200 1,000
B3 0,750 0,609 0,875 0,840 0,344 0,256 0,429 0,286 1,000
B4 0,345 0,259 0,313 0,303 0,379 0,278 0,423 0,179 0,344 1,000
B5 0,680 0,542 0,800 0,769 0,387 0,289 0,429 0,333 0,917 0,344 1,000
B6 0,300 0,214 0,355 0,344 0,739 0,586 0,276 0,222 0,433 0,333 0,483 1,000
B7 0,345 0,308 0,400 0,387 0,212 0,150 0,233 0,320 0,433 0,250 0,483 0,250 1,000
B8 0,474 0,278 0,409 0,391 0,318 0,207 0,300 0,222 0,391 0,318 0,391 0,261 0,208 1,000
B9 0,313 0,194 0,286 0,314 0,720 0,581 0,290 0,161 0,314 0,344 0,353 0,720 0,162 0,231 1,000
B10 0,184 0,143 0,231 0,225 0,243 0,182 0,132 0,182 0,225 0,243 0,256 0,243 0,314 0,167 0,225 1,000
B11 0,400 0,250 0,357 0,345 0,333 0,235 0,222 0,208 0,345 0,286 0,345 0,286 0,200 0,471 0,393 0,200 1,000
B12 0,591 0,429 0,583 0,560 0,241 0,167 0,269 0,381 0,560 0,241 0,500 0,241 0,286 0,471 0,182 0,235 0,391 1,000
B13 0,231 0,174 0,250 0,241 0,320 0,219 0,200 0,625 0,241 0,222 0,286 0,320 0,222 0,222 0,241 0,258 0,261 0,318 1,000
B14 0,483 0,357 0,484 0,469 0,222 0,163 0,242 0,276 0,469 0,189 0,424 0,222 0,222 0,269 0,205 0,163 0,379 0,600 0,233
B15 0,500 0,379 0,500 0,485 0,243 0,209 0,265 0,258 0,531 0,211 0,485 0,278 0,278 0,250 0,225 0,182 0,355 0,556 0,219
C1 0,257 0,219 0,270 0,263 0,324 0,308 0,235 0,152 0,297 0,216 0,333 0,324 0,250 0,172 0,371 0,214 0,281 0,206 0,152
C2 0,161 0,107 0,147 0,143 0,194 0,132 0,172 0,250 0,143 0,194 0,176 0,156 0,276 0,182 0,176 0,483 0,269 0,222 0,364
C3 0,259 0,208 0,233 0,226 0,207 0,171 0,185 0,217 0,226 0,167 0,267 0,167 0,167 0,263 0,226 0,139 0,409 0,292 0,217
C4 0,175 0,135 0,220 0,214 0,231 0,200 0,154 0,206 0,244 0,143 0,275 0,263 0,200 0,121 0,244 0,385 0,158 0,222 0,242
C5 0,231 0,229 0,275 0,268 0,195 0,146 0,243 0,235 0,300 0,195 0,300 0,225 0,167 0,118 0,268 0,250 0,216 0,250 0,273
C6 0,313 0,233 0,286 0,314 0,303 0,256 0,250 0,200 0,314 0,229 0,353 0,303 0,265 0,185 0,314 0,225 0,219 0,219 0,200
C7 0,237 0,200 0,250 0,244 0,297 0,286 0,216 0,171 0,275 0,200 0,308 0,297 0,231 0,156 0,342 0,256 0,257 0,189 0,171
C8 0,237 0,200 0,250 0,244 0,263 0,256 0,216 0,171 0,308 0,200 0,342 0,297 0,263 0,156 0,308 0,227 0,257 0,189 0,171
C9 0,179 0,120 0,161 0,156 0,214 0,143 0,240 0,227 0,156 0,172 0,194 0,172 0,259 0,278 0,194 0,333 0,304 0,154 0,286
C10 0,175 0,135 0,220 0,214 0,263 0,227 0,184 0,206 0,244 0,200 0,275 0,297 0,412 0,121 0,244 0,636 0,189 0,189 0,281
C11 0,267 0,222 0,242 0,235 0,345 0,286 0,241 0,185 0,235 0,219 0,273 0,300 0,219 0,217 0,273 0,184 0,207 0,167 0,185
C12 0,211 0,171 0,225 0,220 0,343 0,293 0,257 0,176 0,250 0,237 0,282 0,343 0,343 0,161 0,316 0,432 0,229 0,132 0,250
C13 0,214 0,160 0,194 0,188 0,207 0,171 0,143 0,217 0,188 0,129 0,226 0,167 0,167 0,263 0,226 0,139 0,409 0,240 0,217
C14 0,080 0,100 0,071 0,069 0,120 0,063 0,087 0,235 0,069 0,077 0,107 0,077 0,217 0,133 0,069 0,172 0,143 0,143 0,235
C15 0,133 0,074 0,121 0,118 0,207 0,139 0,185 0,217 0,118 0,167 0,152 0,167 0,250 0,200 0,188 0,414 0,292 0,192 0,333
C16 0,256 0,189 0,238 0,262 0,282 0,273 0,205 0,162 0,262 0,190 0,293 0,282 0,220 0,147 0,359 0,244 0,243 0,179 0,162
C17 0,280 0,125 0,250 0,241 0,179 0,114 0,154 0,182 0,241 0,179 0,241 0,138 0,222 0,375 0,200 0,219 0,526 0,381 0,182
C18 0,158 0,114 0,205 0,200 0,216 0,186 0,200 0,152 0,231 0,184 0,231 0,286 0,324 0,097 0,200 0,545 0,108 0,171 0,226
C19 0,119 0,077 0,163 0,159 0,200 0,174 0,154 0,171 0,186 0,143 0,214 0,263 0,297 0,088 0,186 0,500 0,158 0,158 0,242  
Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 12 
 
B14 B15 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19
A1
A2
A3
A4
A5
A6
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14 1,000
B15 0,852 1,000
C1 0,195 0,214 1,000
C2 0,171 0,162 0,167 1,000
C3 0,219 0,206 0,481 0,185 1,000
C4 0,209 0,200 0,472 0,286 0,229 1,000
C5 0,293 0,310 0,317 0,150 0,257 0,390 1,000
C6 0,205 0,225 0,655 0,143 0,357 0,378 0,300 1,000
C7 0,182 0,200 0,828 0,154 0,483 0,436 0,357 0,700 1,000
C8 0,182 0,227 0,767 0,154 0,536 0,400 0,357 0,759 0,867 1,000
C9 0,118 0,111 0,147 0,632 0,208 0,200 0,103 0,121 0,135 0,135 1,000
C10 0,182 0,227 0,325 0,452 0,194 0,366 0,239 0,275 0,366 0,366 0,313 1,000
C11 0,162 0,184 0,571 0,125 0,259 0,343 0,200 0,680 0,621 0,567 0,138 0,237 1,000
C12 0,133 0,178 0,405 0,467 0,167 0,375 0,191 0,429 0,410 0,447 0,464 0,528 0,438 1,000
C13 0,182 0,171 0,481 0,185 0,765 0,229 0,257 0,310 0,536 0,483 0,208 0,194 0,308 0,135 1,000
C14 0,103 0,097 0,100 0,316 0,150 0,161 0,088 0,107 0,091 0,091 0,375 0,200 0,080 0,207 0,150 1,000
C15 0,147 0,139 0,143 0,778 0,200 0,229 0,128 0,118 0,132 0,132 0,706 0,387 0,097 0,500 0,200 0,438 1,000
C16 0,174 0,191 0,774 0,146 0,452 0,415 0,341 0,710 0,871 0,813 0,128 0,349 0,581 0,425 0,500 0,118 0,154 1,000
C17 0,423 0,393 0,188 0,304 0,273 0,206 0,200 0,161 0,171 0,171 0,286 0,206 0,103 0,176 0,273 0,235 0,333 0,162 1,000
C18 0,167 0,214 0,190 0,500 0,053 0,293 0,200 0,231 0,205 0,233 0,300 0,606 0,189 0,529 0,053 0,138 0,379 0,222 0,152 1,000
C19 0,182 0,200 0,178 0,500 0,075 0,302 0,163 0,214 0,191 0,217 0,313 0,556 0,175 0,486 0,075 0,161 0,387 0,208 0,171 0,828 1,000  
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 PLOIDNOST RASTLINSKEGA MATERIALA 
 
Kot je razvidno iz preglednice 3 smo določili ploidnost rastlin šentjanževke pri 11 akcesijah. 
Kot je navedeno v literaturi (Qu in sod., 2010; Koch in sod., 2013; Čellárová in sod., 1997; 
Molins in sod., 2014), so tudi naše meritve potrdile, da v vseh akcesijah prevladujejo 
tetraploidne rastline. Eno diploidno rastlino smo imeli pri populaciji 6/4 BF LP 2006, 
heksaploidne rastline pa smo imeli pri liniji Stamm 710, prostoživeči populaciji, sorti 
'Anthos', sorti 'Topas' in populacijah BFL 18-001/07, 6/2 BF LP 2006 ter 6/8 BF LP 2006. 
 
Pri treh akcesijah smo se odločili, da naredimo še analizo na naslednji generaciji rastlin 
šentjanževke, da bi videli, kaj se bo zgodilo s ploidnostjo znotraj akcesij. Odločili smo se za 
populaciji 6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006 ter sorto 'Topas'. V drugi generaciji smo imeli 
predvsem tetraploidne rastline, tako kot Qu in sod. (2010). Takšni rezultati so posledica tega, 
da se šentjanževka lahko razmnožuje na več različnih načinov (spolno, s križanjem in s 
samooploditvijo, ter tudi nespolno z apomikso (Molins in sod., 2014; Qu in sod., 2010; 
Barcaccia in sod., 2006). 
 
5.2 VELIKOST PROSOJNIH ŽLEZ 
 
Opazovanja in merjenja velikosti prosojnih žlez smo opravljali na celih listih in pod 10x 
povečavo. Na listih so se lepo videle tako prosojne žleze, v katerih se nahaja hiperforin 
(Ciccarelli in sod., 2001b; Soelberg in sod., 2007; Beerhues, 2011), kot tudi temne žleze, v 
katerih se shranjuje hipericin (Soelberg in sod., 2007; Ciccarelli in sod., 2001a), listne žile in 
listne reže s celicami zapiralkami. Že pod mikroskopom, brez merjenja, smo lahko opazili, da 
se velikosti prosojnih žlez razlikujejo. Prav tako se razlikuje tudi oblika le-teh.  
 
Velikost peg smo merili na 2 rastlinah iz vsake akcesije, pri tem je bila ena rastlina 
tetraploidna, druga pa ali heksaploidna ali diploidna (6/4 BF LP 2006), kot je omenjeno že v 
poglavju 3.2 (Metode dela). Kot vidimo v preglednici 4 je bila največja velikost prosojnih 
žlez izmerjena pri populaciji 6/8 BF LP 2006 in sicer pri heksaploidni rastlini (9387,7 µm²), 
najmanjša pa pri diploidni rastlini iz populacije 6/4 BF LP 2006 (1575,9 µm²). Pri vseh 
akcesijah je opazna večja površina prosojnih žlez pri heksaploidnih rastlinah kot pri 
tetraploidnih rastlinah. Na primer povprečna površina prosojnih žlez pri tetraploidni rastlini 
iz prostoživeče populacije je 3957,1 µm², med tem ko je pri heksaploidni rastlini iz iste 
populacije povprečna površina prosojnih žlez 7541,3 µm². Prav tako je iz preglednice 4 
opazno, da je v populaciji 6/4 BF LP 2006, kjer imamo eno rastlino diploidno, površina žlez 
večja pri tetraploidni rastlini (2682,6 µm²), kot pri diploidni (1575,9 µm²). Daleč največja 
povprečna površina žlez (če primerjamo samo tetraploidne rastline med akcesijami) je bila 
izmerjena pri populaciji 6/8 BF LP 2006 in najmanjša pri populaciji 6/4 BF LP 2006, sortah 
'Topas', 'Taubertal' in liniji Stamm 715.  
 
Statistična analiza (HSD test) ni pokazala na statistično značilne razlike med ploidnostmi 
rastlin v določeni akcesiji. Edina akcesija pri kateri je razlika med tetraploidno in 
heksaploidno rastlino statistično značilna je prostoživeča populacija in vsaj ta sorta nakazuje, 
da povezava med ploidnostjo in velikostjo prosojnih žlez obstaja. Sklepamo, da če bi naredili 
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več ponovitev iz različnih tetraploidnih ali heksaploidnih/diploidnih rastlin, bi dobili večje 
statistično značilne razlike med tetraploidnimi in heksaploidnimi/diploidnimi rastlinami neke 
akcesije. Vendar to ni bilo mogoče, saj smo vedno imeli le eno heksaploidno/diploidno 
rastlino v akcesiji. Izjema so bile populacija 6/2 BF LP 2006 in sorti 'Anthos' ter 'Topas', kjer 
smo imeli po 2 heksaploidni rastlini.  
 
V preglednici 5 vidimo, da se površina prosojnih žlez heksaploidnih rastlin statistično 
razlikuje od površine tako tetraploidnih kot diploidnih rastlin. Verjetno je, da bi z večjim 
vzorcem diploidnih rastlin (zdaj je bila le ena) dobili statistično značilne razlike tudi med 
diploidnimi in tetraploidnimi rastlinami.  
 
V preglednici 6 vidimo, da se površina prosojnih žlez statistično razlikuje med akcesijami.  
Zaključimo lahko, da na površino prosojnih žlez vplivata tako akcesija kot ploidnost.  
 
5.3 VSEBNOST HIPERFORINA 
 
V preglednici 6 imamo podane izmerjene vsebnosti hiperforina naših vzorcev. Soelberg in 
sod. (2007) so z UV HPLC v nepoškodovanih listih določili okrog 3 mg/g hiperforina v 
svežem tkivu, kar je v primerjavi z našimi rezultati malo. Mi smo merili vsebnost hiperforina 
v zamrznjenem tkivu in dobili precej večje koncentracije (najmanjša izmerjena vrednost 
hiperforina v tetraploidni rastlini je bila 3,20 mg/g suhe mase pri populaciji 6/4 BF LP 2006). 
Pri liniji Stamm 710 smo izmerili največjo vsebnost hiperforina (18,49 mg/g) in edino pri tej 
akcesiji smo izmerili več hiperforina pri heksaploidni rastlini kot pri tetraploidni. Pri vseh 
ostalih akcesijah je več hiperforina pri tetraploidnih rastlinah kot pri heksaploidnih. Eden 
izmed vzrokov bi lahko bil čisto statistične narave, saj smo imeli več tetraploidnih rastlin, 
med tem ko smo imeli le eno ali največ dve heksaploidni rastlini na akcesijo. Če kot primer 
pogledamo prostoživečo populacijo imamo vsebnost hiperforina izmerjeno pri treh 
tetraploidnih rastlinah in se med rastlinami precej razlikuje – 11,98 mg/g, 15,13 mg/g in 
23,00 mg/g. Pri tej isti akcesiji pa imamo le eno heksaploidno rastlino, pri kateri je bila 
izmerjena vsebnost hiperforina 12,50 mg/g. Vsa literatura navaja, da so v naravi bolj uspešne 
tetraploidne rastline šentjanževke, za kar bi mogoče lahko bila kriva tudi večja vsebnost 
hipeforina, saj bi naj le-ta služil rastlini kot obramba pred škodljivci (Ciccarelli in sod., 
2001b; Sirvent in Gibson, 2002).  
 
Po HSD testu ni statistično značilnih razlik v vsebnosti hipeforina glede na ploidnost rastlin v 
isti akcesiji. Statistična analiza podpira hipotezo, da se vsebnost hiperforina razlikuje med 
akcesijami, zraven pa zavrača hipotezo, da se vsebnost hiperforina razlikuje tudi po 
ploidnosti rastlin. Morda bi do razlik po ploidnosti prišlo, če bi naredili več ponovitev iz 
različnih tetraploidnih ali hesaploidnih/diploidnih rastlin. Glede na to, da so Čellárová in sod. 
(1997) odkrili povezavo med vsebnostjo hipericina in ploidnostjo rastline, smo enako 
pričakovali tudi za vsebnost hiperforina. 
 
V preglednici 8 smo združili podatke za izmerjeno površino prosojnih žlez in izmerjeno 
vsebnost hiperforina. Pri vseh akcesijah (izjema je linija Stamm 710) opazimo, da imajo 
žleze heksaploidnih rastlin večjo površino kot žleze tetraploidnih rastli, medtem ko je pri 
vsebnosti hipersorina ravno obratno. Pri populaciji 6/4 BF LP 2006, ki je edina pri kateri smo 
imeli diploidno rastlino, pa vidimo, da je tako površina žlez kot vsebnost hiperforina manjša 
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pri diploidni rastlini in prav tako sta pri tej populaciji najmanjši površina prosojnih žlez in 
vsebnost hiperforina. Vsebnost hiperforina pri heksaploidnih rastlinah bi bila lahko manjša na 
račun vsebnosti eteričnih olj, ki se, kot je omenjeno v poglavju Žleze; mesta nastanka in 
akumulacije metabolitov prav tako shranjujejo v prosojnih žlezah (Ciccarelli in sod., 2001b; 
Soelberg in sod., 2007). Druga možnost je, da smo imeli preprosto premajhen vzorec 
heksaploidnih rastlin in bi bilo mogoče boljše, če bi se merjenje ponovilo na akcesiji, ki bi 
vsebovala več heksaploidnih rastlin. 
 
V preglednici 9 so vidni rezultati HSD testa, s katerim smo preverjali ali obstajajo razlike 
med vsebnostjo hiperforina pri različni ploidnosti. Test je pokazal, da med ploidnostmi ni 
statistično značilnih razlik v vsebnosti hiperforina.  
 
Preglednica 10 nam prikazuje rezultate HSD testa, s katerim smo preverjali ali obstajajo 
razlike med vsebnostjo hiperforina pri različnih akcesijah. Ti rezultati podpirajo hipotezo, da 
se vsebnost hiperforina razlikuje med akcesijami.  
 
5.4 ANALIZA SORODNOSTI IN VARIABILNOSTI 
 
5.4.1 Analiza sorodnosti med akcesijami 
 
Izbrani mikrosatelitski markerji so se izkazali kot uporabni za ločevanje tako znotraj sort in 
akcesij, kot tudi med sortami in akcesijami. 
 
V dendrogramu lahko vidimo, da so akcesije šentjanževke pri koenficientu sorodnosti 0,12 
razdeljene v dve skupini, dve rastlini pa zelo odstopata od drugih, in sicer heksaploidna 
rastlina iz populacije BFL 18-001/07 in tetraploidna rastlina iz sorte 'Anthos'. Kot vidimo iz 
zgornje preglednice 8 pri teh dveh rastlinah tako površina prosojnih peg, kot vsebnost 
hiperforina ne izstopata od ostalih rastlin iste akcesije ali od rastlin različnih akcesij. Kot smo 
napisali v pregledu objav, se lahko šentjanževka razmnožuje tako spolno, s križanji in 
samooplodnjo, kot tudi nespolno z apomikso (Qu in sod., 2010; Molins in sod., 2014; Koch 
in sod., 2013). Heksaploid pri šentjanževki najverjetneje nastane z združitvijo nereducirane 
(2n) ženske gamete tetraploida in reducirane (n) moške gamete tetraploida (Qu in sod., 2010). 
Vendar bi po tem takem moral biti ta heksaploid bolj soroden nekaterim tetraploidom kot 
drugim, pri nas pa ima najmanj skupnih alelov z vsemi analiziranimi rastlinami. Možno je, da 
sta ti dve rastlini potomki skupine rastlin kjer je bil večji delež samooplodenj in apomiks, kot 
samih križanj, ter se je tako zmanjšala sorodnost z drugimi rastlinami.  
 
V drugi skupini (označena z zeleno) se nahaja linija Stamm 710 (iz Nemčije) in populacija 
6/4 BF LP 2006 (iz Slovenije) v kateri smo imeli tudi eno diploidno rastlino, ki so v naravi 
zelo redke (Molins in sod., 2014; Koch in sod., 2013; Qu in sod., 2010). Diploidi pri 
šentjanževki pa nastanejo iz tetraploidov (4n) in sicer iz haploidne (2n) ženske gamete pri 
kateri ne pride do oploditve (Qu in sod., 2010). Vendar pa je med tetraploidno rastlino 
populacije 6/4 BF LP 2006 in diploidno rastlino iz iste populacije le okrog 0,38 % sorodnosti, 
kar nam pove da ti dve rastlini med seboj nista povezani preko staršev in sta si sorodni zato, 
ker sta v isti populaciji šentjanževke. V prvi skupini pa se nahajajo vse ostale akcesije 
šentjanževke, ki smo jih proučevali. Ta skupina se nato nadalje deli na več podskupin. Pri 
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koeficientu sorodnosti približno 0,15 se v podskupino odcepita rastlina iz populacije BFL 18-
001/07 (iz Slovenije) in rastlina iz prostoživeče populacije iz Kanade. Naslednja, ki se odcepi 
v svojo podskupino je populacija 6/8 BF LP 2006 (iz Slovenije). Med populacijami je 
največja sorodnost iz te skupine med sorto 'Topas' (iz ZDA) in linijo Stamm 21 (iz Nemčije).  
Če primerjamo podatke vsebnosti hiperforina (preglednici 7 in 8) in podatke dendrograma 
(slika 10), vidimo da med njimi ne najdemo povezave. Populaciji, ki sta si genetsko najbolj 
podobni, sorta 'Topas' in linija Stamm 21, nimata tudi najbolj podobnih povprečnih velikosti 
žlez, ki vsebujejo hiperforin in prav tako ne vsebnosti hiperforina. Velika možnost je, da na 
takšno genetsko raznovrstnost vpliva način razmnoževanja šentjanževke, ki je tujeprašnica, 
vendar je zmožna tudi samooplodnje in apomikse (Molins in sod, 2014; Koch in sod, 2013; 
Qu in sod., 2010; Barcaccia in sod., 2006).  
 
Dendrogram prikazuje tudi sorodnost med dvema rastlinama iste akcesije. Večje 
nepričakovane razlike vidimo pri treh akcesijah in sicer pri populaciji BFL 18-001/07, sorti 
'Anthos' in prostoživeči populaciji iz Kanade. Rastlini 4 (tetraploid) in 12 (heksaploid) sorte 
'Anthos' se zelo razlikujeta, saj je njun koeficient sorodnosti le 0,03. Prav tako se precej 
razlikujeta rastlini 5 (tetraploid) in 13 (heksaploid) iz populacije BFL 18-001/07 (koeficient 
sorodnosti manjši od 0,10) in rastlini 3 (heksaploid) in 5 (tetraploid) iz prostoživeče 
populacije iz Kanade (koeficient sorodnosti manjši od 0,16), kar je verjetno posledica 
sposobnosti šentjanževke, da se lahko razmnožuje na različne načine (tujeprašnica, apomiksa, 
samooplodnja) (Molins in sod, 2014; Koch in sod, 2013; Qu in sod., 2010; Barcaccia in sod., 
2006).  
 
Po podatkih, ki jih prikazuje matrika genetske razdalje narejena na podlagi SSR analize 
(Preglednica 11) je najvišji koeficient sorodnosti 0,917 in s tem tudi največja sorodnost med 
rastlinama sorte 'Taubertal', predpostavljamo, da sta tidve rastlini potomki istih staršev. 
Sledita rastlini iz linije Stamm 21 (0,864) in nato rastlini iz linije Stamm 715 (0,840). Ti 
podatki kažejo na veliko sorodnost rastlin iste populacije. Če primerjamo te podatke s podatki 
o vsebnosti hiperforina iz preglednice 8, vidimo, da sta obe rastlini sorte 'Taubertal' 
tetraploidni (prav tako je pri liniji Stamm 715) in imata podobno velikost prosojnih, 
hiperforin vsebujočih žlez in podobnost vsebnost hiperforina.  Vendar pa analize kažejo, da 
imamo tudi populacije pri katerih je podobnost med rastlinami iste akcesije majhna (v 
preglednici so ti podatki označeni z modro); takšen primer sta rastlini iz populacije 
biotehniške fakultete BFL 18-001/07 (0,120), rastlini iz prostoživeče populacije iz Kanade 
(0,154) in rastlini iz sorte 'Anthos' (0,160). Če te podatke primerjamo s podatki o ploidnosti 
(preglednica 8), vidimo, da je v vseh treh populacijah ena heksaploidna rastlina in ena 
tetraploidna, med njimi pa so opazne razlike v velikosti prosojnih žlez in prav tako v 
vsebnosti hiperforina (heksaploidi imajo večje prosojne žleze, vendar pa vsebujejo manj 
hiperforina). Največja sorodnost (0,840) med populacijami je med linijo Stamm 715 in sorto 
'Anthos', sledita pa sorta 'Topas' in linija Stamm 21 (velika sorodnost med vsemi štirimi 
proučevanimi rastlinami; 0,633, 0,643, 0,667 in 0,741). Tako linija Stamm 715 kot sorta 
'Anthos' sta obe iz Nemčije, kar pomeni, da je analiza genetske sorodnosti v korelaciji z 
izvorom rastlin.  
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5.4.2 Analiza variabilnosti znotraj populacije 
 
Na podlagi dobljenih rezultov in velike variabilnosti znotraj sort oz. znotraj populacij in linij 
smo se odločili, da naredimo tudi analizo variabilnosti znotraj dveh populacij biotehniške 
fakultete (6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006) in ene priznane sorte ('Topas') (slika 11) in 
tako v analizo vključili večje število genotipov za posamezen vzorec. 
 
Na dendrogramu (slika 11) vidimo, kljub veliki znotraj-populacijski variabilnosti, dve ločeni 
skupini glede na populacije; v prvi skupini se nahaja tudi ena rastlina iz sorte 'Topas' (Topas 
r.9) in v drugi skupini ena rastlina iz populacije 6/8 BF LP 2006 (6/8 BF LP 2006 r.5), kar pa 
je lahko posledica tega, da se šentjanževka razmnožuje na različne načine (Molins in sod, 
2014; Koch in sod, 2013; Qu in sod., 2010; Barcaccia in sod., 2006). Tudi Morshedloo in 
sod. (2015), ki so raziskovali genetsko povezavo divjih populacij šentjanževke v Iranu, so 
odkrili veliko variabilnost znotraj nekaterih populacij. Rastline sorte 'Topas' se nato delijo na 
dve podskupini; v drugi skupini, ki je genetsko bolj oddaljena od populacij 6/4 BF LP 2006 
in 6/8 BF LP 2006 so predvsem starševske rastline (razen rastline 6 in 8), v drugi skupini, ki 
pa je genetsko bližje populacijama 6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006 pa so predvsem 
potomke (razen rastlin 21 in 8). Razlog za nastanek teh dveh podskupin je verjetno v tem, da 
so rastline starševske generacije sorte 'Topas' rasle na istem laboratorijskem polju kot rastline 
starševske generacije populacij 6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006, ter je med njimi lahko 
prihajalo do križanj in zato so nekatere potomke sorte 'Topas' bolj sorodne populacijama 6/4 
BF LP 2006 in 6/8 BF LP 2006 kot njihovi starši. Obe populaciji, 6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF 
LP 2006, iz prve skupine sta iz laboratorijskega polja BF in torej izvirata iz Slovenije, kar je 
verjetno tudi vzrok za njuno podobnost. V analizi genetske sorodnosti vidimo primer, pri 
katerem predvidevamo, da gre za potomce istih staršev (genetsko enaka na vseh SSR lokusih) 
in sicer rastlina 4 in rastlina 7 iz populacije 6/4 BF LP 2006 (6/4 BF LP 2006 r.4 in 6/4 BF 
LP 2006 r.7). V F1 generaciji (potomke) imamo 3 primere, kjer se kaže možnost enega 
skupnega starša in sicer v prvi skupini pri rastlini 17 in rastlini 8.2 iz populacije 6/8 BF LP 
2006 (cca. 60 % skupnih alelov od vseh analiziranih mikrosatelitov) ter v drugi skupini pri 
rastlini 13 in rastlini 4 iz sorte 'Topas' (cca. 75 % skupnih alelov) in pri rastlini 6 ter rastlini 8 
iz sorte 'Topas' (cca. 80 % skupnih alelov). V starševski generaciji imamo prav tako 3 
primere, kjer se kaže možnost enega skupnega starša: tetraploidna rastlina 2 in heksaploidna 
rastlina 6 iz populacije 6/8 BF LP 2006 (85 % skupnih alelov), rastlina 12 in rastlina 7 iz 
sorte 'Topas' (cca. 78 % skupnih alelov) ter rastlina 21 in rastlina 8 iz sorte 'Topas' (cca. 87 % 
skupnih alelov). 
 
Preglednica 12 nam prikazuje matriko genetske razdalje treh določenih preučevanih populacij 
šentjanževke (sorta 'Topas' in populaciji 6/4 BF LP 2006 ter 6/8 BF LP 2006) glede na 
Jaccard koeficient narejena po SSR podatkih. Pri populaciji 6/8 BF LP 2006 smo analizirali 
15 rastlin, od tega 5 rastlin prve generacije in  10 rastlin druge generacije. V prvi generaciji 
smo imeli tudi eno heksaploidno rastlino, ki se je v dendrogramu raszvrstila v prvo skupino 
kjer so tudi rastline populacije 6/8 BF LP 2006 (razen rastline 5). Heksaploidna rastlina iz 
populacije 6/8 BF LP 2006 ima s tetraploidno rastlino iz iste populacije 85 % skupnih alelov, 
kar kaže na možnost enega skupnega starša, saj lahko ena rastlina šentjanževke istočasno 
proizvede tako apomiktična kot spolna semena (Koch in sod., 2013). Pri sorti 'Topas' smo 
analizirali 19 rastlin, od tega 9 rastlin iz prve generacije in 10 rastlin druge generacije. Vse 
rastline iz sorte 'Topas' so bile tetraploidne. Največji koeficient sorodnosti 0,957 in s tem tudi 
največja sorodnost je med rastlinama populacije 6/4 BF LP 2006 (rastlina 4 in rastlina 7, obe 
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iz prve generacije). Najmanjši koeficient sorodnosti 0,053 in s tem tudi najmanjša sorodnost 
pa je med rastlinama sorte 'Topas' in sicer med rastlino 6 iz druge generacije ter rastlino 13 iz 
druge generacije in med rastlino 6 iz druge generacije ter rastlino 4 iz druge generacije. V 
populaciji 6/4 BF LP 2006 je najmanjša sorodnost (genetska razdalja 0,176) med rastlino 1 in 
rastlino 3, v populaciji 6/8 BF LP 2006 pa je najmanjša sorodnost (0,132) med rastlino 5 prve 
generacije in rastlino 12 druge generacije. Pri populaciji 6/8 BF LP 2006 je največja 
sorodnost (0,917) med rastlino 23 in rastlino 2 (obe iz druge generacije), pri sorti 'Topas' pa 
je največja sorodnost (0,871) med rastlino 21 in rastlino 8 (obe iz prve generacije). Največja 
sorodnost (0,875) med akcesijami je med rastlinama iz populacije 6/4 BF LP 2006 in 
populacije 6/8 BF LP 2006, najmanjša sorodnost (0,063) med akcesijami pa je med 
rastlinama iz populacije 6/4 BF LP 2006 in sorte 'Topas'.  
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6 SKLEPI  
 
Na osnovi dobljenih rezultatov lahko potrdimo prvo hipotezo, in sicer da so akcesije 
šentjanževke lahko diploidne, tetraploidne ali pa heksaploidne. Razlika v ploidnosti pa se 
lahko pokaže tudi znotraj akcesij. Imeli smo 11 akcesij in pri 7 od teh smo zraven 
tetraploidnih rastlin imeli tudi heksaploidne, pri 1 od teh pa tudi diploidno rastlino. Vendar so 
v vseh akcesijah prevladovale tetraploidne rastline, diploidna rastlina je bila le ena in prav 
tako je bila heksaploidna rastlina v določeni akcesiji le ena ali dve (pri 3 akcesijah: sorti 
'Anthos' in 'Topas' ter populacija 6/2 BF LP 2006).  
 
Glede na rezultate lahko le delno potrdimo drugo hipotezo, in sicer da je ploidnost povezana 
z velikostjo prosojnih žlez v katerih se shranjuje hiperforin in posledično tudi z vsebnostjo 
hiperforina (domnevamo, da imajo heksaploidi večje žleze in s tem tudi večjo vsebnost 
hiperforina). Dokazali smo, da obstaja močna korelacija med ploidnostjo in površino 
hiperforin vsebujočih prosojnih žlez ter šibka korelacija med ploidnostjo in vsebnostjo 
hiperforina. Površina prosojnih žlez je večja pri heksaploidih kot pri tetraploidih in diploidih, 
vendar pri vsebnosti hiperforina ni statistično značilnih razlik po ploidnosti.  
 
Tretjo hipotezo, da se vsebnost hiperforina razlikuje med akcesijami, lahko potrdimo. V 
nadalje bi bilo dobro narediti raziskavo na manjšem številu akcesij, pri katerih bi imeli večje 
število proučevanih rastlin, da bi s tem povečali število različno ploidnih rastlin (predvsem 
heksaploidnih) in tako dobili statistično bolj korektne rezultate, ki bi mogoče pokazali na 
interakcijo med akcesijo in ploidnostjo ter vpliv interakcije na vsebnost hiperforina.   
 
Mikrosatelitska analiza sorodnosti med akcesijami in analiza variabilnosti znotraj treh 
določenih akcesij je pokazala veliko variabilnost v in med akcesijami, kar je verjetno 
posledica tega, da se lahko šentjanževka razmnožuje tako spolno (s križanjem in 
samooploditvijo) kot tudi nespolno (z apomikso) (Molins in sod., 2014). Prav tako lahko ena 
rastlina šentjanževke proizvede tako spolna kot apomiktična semena (Koch in sod., 2013). V 
prihodnosti bi lahko naredili tudi raziskavo apomikse naših akcesij (6/2 BF LP 2006, 6/4 BF 
LP 2006, 6/8 BF LP 2006 in BFL 18-001/07) s pomočjo mikrosatelitskih markerjev. 
Hipotezo, da lahko sorodnost akcesij povežemo z geografskim izvorom, lahko potrdimo, saj 
nam na to kaže velika sorodnost (0,840) med linijo Stamm 715 in sorto 'Anthos', ki sta obe iz 
Nemčije. Prav tako na povezanost med izvorom in genetsko variabilnostjo kaže dendrogram 
variabilnosti znotraj akcesij, kjer smo imeli 2 Slovenski populaciji (6/4 BF LP 2006 in 6/8 BF 
LP 2006) ter eno sorto iz ZDA. Hipoteze, ki se nanaša na sorodnost in velikost prosojnih žlez 
in vsebnost hiperforina nismo mogli potrditi. Naši podatki ne kažejo večje sorodnosti med 
akcesijami, ki imajo podobne velikosti prosojnih žlez in podobne vsebnosti hiperforina.  
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7 POVZETEK  
 
Šentjanževka ali latinsko Hypericum perforatum je zelnata rastlina, ki ima veliko imen. Že od 
nekdaj so ji pripisovali velik pomen v vsakdanjem življenju, tako pri zdravljenju kot v 
vraževerju, njena uporaba pa sega daleč v zgodovino. Vsebuje veliko farmakogenih substanc, 
med katerimi sta najpomembnejša hipericin in hiperforin. V nalogi smo se omejili samo na 
hiperforin, ki se v šentjanževki skladišči v tako imenovanih prosojnih žlezah. Njegova 
vsebnost se zelo razlikuje med akcesijami, kar so pokazali tudi naši rezultati.  
 
V naravi šentjanževko, zaradi njene fakultativno apomiktične narave, najdemo v različnih 
ploidnih stanjih, med katerimi je najpogostejša oblika tetraploid. Razlike v ploidnosti 
najdemo tudi v akcesiji. Preverili smo variabilnost ploidnosti znotraj akcesij, vpliv akcesij in 
ploidnosti na površino hiperforin vsebujočih žlez (prosojnih žlez) ter vpliv akcesij in 
ploidnosti na vsebnost hiperforina. V raziskavi smo imeli 3 akcesije (linija Stamm 715, linija 
Stamm 21 in sorta 'Taubertal') pri katerih smo imeli same tetraploidne rastline, 1 akcesijo 
(populacija 6/4 BF LP 2006) pri kateri smo imeli tetraploidne rastline in eno diploidno 
rastlino ter 7 akcesij (prostoživeča populacija, populacije 6/8 BF LP 2006, BFL 18-001/07 in 
6/2 BF LP 2006, linija Stamm 710 ter sorti 'Anthos' in 'Topas') kjer smo imeli tetraploidne 
rastline in eno ali dve heksaploidni rastlini. Opazili smo, da akcesija in ploidnost vplivata na 
površino hiperforin vsebujočih žlez, med tem ko na vsebnost hiperforina vpliva samo 
akcesija.  
 
Namen naloge je bila opredelitev vsebnosti hiperforina pri slovenskih akcesijah šenjtanževke; 
proučili smo štiri akcesije zbrane v genski banki Biotehniške fakultete. Ena izmed akcesij 
zbranih v genski banki BF precej odstopa od preostalih proučevanih akcesij. Populacija 6/4 
BF LP 2006, ki je edina vsebovala diploidno rastlino, ima najmanšo izmerjeno površino 
prosojnih žlez in prav tako vsebuje najmanj hiperforina. Populaciji 6/2 BF LP 2006 in 6/8 BF 
LP 2006 imata večje površine prosojnih žlez kot priznane sorte šenjtanževke, ki smo jih 
proučevali ('Anthos', 'Topas' in 'Taubertal'), vendar pa je njuna vsebnost hiperforina nekoliko 
manjša kot pri proučevanih sortah. Pri populaciji BFL 18-001/07 pa smo dobili precej dobre 
rezultate tudi pri določanju vsebnosti hiperforina in je po vsebnosti hiperforina primerljiva s 
proučevanimi priznanimi sortami šentjanževke.   
 
Analiza z mikrosatelitskimi markerji pa je pokazala veliko variabilnost tako med različnimi 
akcesijami šentjanževke, kot tudi znotraj akcesij. Naši podatki ne kažejo povezave med 
sorodnostjo in površino prosojnih žlez ter med sorodnostjo in vsebnostjo hiperforina.  
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